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« L'optimisme c’est la RAGE de soutenir que tout est bien quand on est mal »
Cabaret Voltaire

« Patience et longueur de temps
Font plus que force ni que rage. » De La Fontaine

« Oh RAGE, oh désespoir », dernier acte, derniere scene...
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1. Généralités sur la mucoviscidose

La mucoviscidose est la maladie génétique autosomique récessive létale la plus fréquente
dans la population d’origine caucasienne. Mucoviscidose, également appelé fibrose kystique,
signifie « mucus visqueux ». C’est une maladie qui touche l'ensemble des épithélia

glandulaires de l'organisme.

1.1 Historique

La mucoviscidose fut décrite pour la premiéere fois en 1936 par le Dr G. Fanconi sous les
termes de «fibrose kystiqgue du pancréas et bronchectasie » alors que la pédiatre
américaine D.H. Andersen en 1938 a donné la description anatomo-pathologique compléte.
Cette maladie, déja connue depuis le moyen age, était appelée la maladie du « baiser
salé », car il avait été identifié que le gout salé laissé par un baiser sur le front d’'un enfant
présageait d’'un déces prématuré du nouveau-né. En 1953, le Dr P. Di Sant’ Agnese décrivit
les anomalies électrolytiques dans la sueur des malades, avec notamment un excés de
chlorure (CI'). Cette découverte va permettre la mise au point d’'un outil de diagnostic de la
maladie : le test de la sueur, le plus fiable pour poser le diagnostic. Dans les années 80,
deux équipes ont étudié la physiopathologie de cette maladie. Knowles et al. ont d’abord
décrit une différence de potentiel (ddp) électriqgue au niveau de la muqueuse nasale entre les
patients atteints de mucoviscidose et des témoins, secondaire a une réabsorption anormale
de sodium (Na") entrainant une déshydratation des mucus (Knowles et al. 1995). Deux ans
plus tard, Quinton a décrit le défaut de perméabilité aux ions chlorures affectant les cellules

épithéliales des glandes sudoripares.

La protéine défectueuse a l'origine de la mucoviscidose est restée longtemps inconnue. Une
technique de "génétique inverse" (ou clonage positionnel), qui permet de découvrir le géene
sans connaitre la protéine, a été utilisée. En 1985, Tsui et al. localisent le gene sur le bras
long du chromosome 7, en position 7931 (Tsui et al. 1985). En 1989, les équipes des Tsui,
Collins et Riordan localisent et caractérisent le géne de la mucoviscidose et le nomment

CFTR pour Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator (Tsui et al. 1985).

1.2. Géne et protéine CFTR

Le géne CFTR code pour un canal chlorure inséré dans la membrane cytoplasmique au pole

apical des cellules épithéliales et dont la fonction est de réguler le transport de chlore a
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travers la membrane. Il s’agit d’'un grand géne de ~250 000 paires de bases reparties en 27
exons et codant pour un acide ribonucléigue messager (ARNm) de 6,5 kb. La protéine CFTR
est une protéine membranaire de 1 480 acides aminés, de poids moléculaire compris entre
140 et 180 kiloDaltons (kDa) en fonction des glycosylations post-traductionnelles. Elle
appartient a la famille des protéines ATP-Binding Cassette (ABC). La superfamille des ABC
regroupe des protéines transmembranaires impliquées dans le transport de molécules de
part et d’autre de la membrane cytoplasmique. Les membres de cette famille possedent une

forte homologie de séquence et utilisent I'énergie fournie par I'hydrolyse de I'ATP.

La protéine CFTR est composée de 5 domaines (Figure 1) :

- Deux motifs transmembranaires composés chacun de 6 hélices a-hydrophobes

- Deux domaines hydrophiles de fixation des nucléotides (nucléotide binding domain (NBD) 1
et NBD2) capables de fixer de I'adénosine triphosphate (ATP)

- Un domaine hydrophile cytoplasmique de régulation (domaine régulateur R) qui relie les
domaines NBD1 et NBD2. Le domaine régulateur R permet de contrbler I'ouverture et la
fermeture du canal en exposant a sa surface plusieurs sérines phosphorylables par les

protéines kinases A (PKA) et C.

domaine domaine
transmenmbi anaire A . transmembiranaire

NH2

@ COOH

Figure 1 Structure prédictive de la protéine CFTR

CFTR est un canal laissant passer les ions chlorures selon leur gradient électrochimique.
L’activation du canal est régulée par des phénoménes de phosphorylation du domaine
régulateur R et par I'hydrolyse de 'ATP du domaine NBD en position N-terminal. La
phosphorylation de résidus sérine du domaine R sous l'action des kinases permet I'activation
de CFTR. Tant que le domaine R est phosphorylé, le canal CFTR est actif, il est en position
ouvert lorsque I'ATP est hydrolysée par NBD1 et fermé lorsque I'ATP est hydrolysée par
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NBD2. Enfin, lorsque les phosphatases déphosphorylent le domaine R, le canal CFTR
devient inactif et retourne a I'état de repos.

Chez 'Homme, I'expression pulmonaire de CFTR varie en fonction du type cellulaire. Elle est
fortement exprimée au pdle apical des cellules ciliées de I'épithélium bronchique, dans les
cellules de Clara pour les bronches distales et dans les pneumocytes de type Il au niveau

alvéolaire.

La protéine CFTR régule également d’'autres canaux ioniques, tels que l'activation du canal
chlorure ORCC (Outward Rectifying Chloride Channel) ainsi que celle de canaux
potassiques baso-latéraux ROMK (Renal Outer Medullary potassium) (Figure 2). L'activation
de CFTR provoque une activation des canaux Ca**/CI par l'intermédiaire de I'ATP, ainsi que
I'inhibition des canaux ENaC (Epithelial sodic Channel, canaux sodiques sensibles a
I'amiloride) entrainant une hyperabsorption du sodium. Outre son réle dans la régulation des
canaux, elle participe également au transport d’ATP, au fonctionnement d’enzymes
impliquées dans les phénoménes d’exocytose et endocytose ou a la régulation du pH
intracellulaire.

o

' Y

CFTR ENAC
Membrane basale ‘ ‘|. .l'

* cr cr Naw | W

==

/A\ '
" ( ) o W
\7 ROMK
Membrane apicale .l'

Figure 2 Schéma d’un épithélium sécrétoire centré sur CFTR, protéine multifonctionnelle

Le défaut de CFTR a également un réle dans le transport de glutathion (GSH) pouvant ainsi
contribuer a linflammation excessive observée dans la mucoviscidose. Enfin, il est
maintenant établi qu’elle joue un rble important dans la réponse immuno-inflammatoire locale
et dans la défense antimicrobienne. Le Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), germe
opportuniste qui constitue un des tournants de la maladie (Emerson et al. 2002), s'installe

dans le tissu pulmonaire sous forme d’un biofilm, qui lui confére une résistance vis-a-vis des
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mécanismes de défense immunitaire (Bjarnsholt et al. 2009; Hoiby et al. 2010). La formation
de ce biofilm est un des éléments qui permet la transition du P. aeruginosa non mucoide
vers une forme mucoide résistante a la phagocytose (Baltimore and Mitchell 1980; Marty et
al. 1998) et aux traitements. La mutation de CFTR favorise la formation de ce biofilm, en
partie en augmentant la biodisponibilité du fer dans le liquide de surface des voies aériennes

respiratoires (Moreau-Marquis et al. 2008).

1.3. Mutations du gene CFTR

Prés de 1 900 mutations du géne CFTR sont décrites actuellement. Les plus fréquentes sont
les mutations faux-sens (40%), suivies des mutations par décalage du cadre de lecture
(frameshift-16%), des mutations sur le site d’épissage (12%), des mutations non-sens (8%)
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr.). En fonction de leurs répercussions, on parle de mutations
séveres ou modérees ; les mutations de classe 1, 2 et 3 sont des mutations sévéres alors

que celles des classes 4, 5 et 6 sont modérées.

Mcmbranc basale

Classe 1 : Défaut de production

f *
Classe 2 : Défaut de maturation
Classe 3 : Défaut de régulation
Classe 4 : Défaut de conductance
m’(g{d Classe 5 : Instabilité des ARNm
ARNm *

. Classe 6 : Instabilité de la protéine mature

Membranc apicale

Figure 3 Différentes classes de mutations du géne CFTR

Ces mutations peuvent étre regroupées en 6 classes selon leurs conséquences
fonctionnelles (Figure 3), entrainant une grande variabilité des manifestations cliniques et
influengant I'évolution de la maladie :

- Classe | : mutations altérant la production de la protéine. Ces mutations résultent en une
perte de fonction, liee a un défaut de synthése. Il n'y a pas de transcription du gene en
ARNmM stable. Cette classe inclut les mutations non-sens et celles qui produisent un codon
stop prématuré (anomalies d'épissage et mutations décalant la phase de lecture). Dans

certains cas (R553X), 'ARNmM muté est instable et ne produit pas de protéine (Hamosh et al.
12



1991). Dans les autres cas, la protéine anormale produite est instable et rapidement

dégradée.

- Classe 1l : mutations perturbant le processus de maturation cellulaire de la protéine. De
nombreuses mutations altérent la maturation de la protéine et son ciblage vers la membrane
plasmique. La protéine mutante n'est donc pas adressée au bon endroit, en général elle
reste localisée dans le cytoplasme. Ainsi, la protéine est soit absente, soit présente en
gquantité réduite dans la membrane apicale. Les mutations de cette classe représentent la
majorité des anomalies observées, notamment la mutation p.Phe508del ou F508del. Elle
correspond & la délétion de 3 nucléotides au niveau du 11°™ exon du géne, aboutissant &
I'élimination d’'une phénylalanine en position 508 de la protéine. Il en résulte une anomalie de
glycosylation de la protéine CFTR a l'origine d’'un défaut d’adressage vers la membrane
apicale des cellules (Cheng et al. 1990), entrainant un canal chlorure non fonctionnel et
dégradé par le protéasome de la cellule. Sa fréquence est variable dans les différents pays
suivant un gradient nord-ouest/sud-est en Europe. Plusieurs hypothéses ont été soulevées
pour expliquer cette fréquence élevée dans les populations nord-européennes (Fanen 1999).
Il pourrait s’agir d'un effet fondateur (un seul événement mutationnel survenu dans le passe€)
ou d'un avantage sélectif des hétérozygotes (Baxter et al. 1988; Morral et al. 1994). En effet,
les hétérozygotes seraient protégés contre la déperdition hydro-sodée au cours des
diarrhées dues a des toxines bactériennes (Baxter et al. 1988). De plus, CFTR F508del
diminuerait la perméabilité de I'épithélium intestinal aux germes pathogénes, assurant une

protection vis a vis de l'infection (Pier et al. 1998).

- Classe lll : mutations perturbant la régulation du canal CI, les protéines mutées sont
présentes a la membrane apicale. Ces mutants sont correctement synthétisés et localisés,
mais ne peuvent pas étre activés ou ont une fonction de canal CI anormale. Ces mutations
sont le plus souvent des mutations faux-sens localisées dans les exons et qui codent pour
les domaines de liaison et d’hydrolyse de I'ATP (NBD). Par exemple, les mutations G551D et
G551S situées dans le domaine NBD1 ou S1255P et G1349D dans le domaine NBD2,

modifient la liaison et I'hydrolyse de I'ATP ainsi que la phosphorylation du domaine R.

- Classe |V : mutations altérant la conduction et les mécanismes d'ouverture et de fermeture
du canal CI'. Certaines sont localisées dans les domaines transmembranaires formant le
pore du canal. Les mutations faux-sens situées dans ces régions produisent une protéine
correctement positionnée qui présente une activité canal CI-AMPc dépendante. Mais les

caractéristiques de ces canaux sont différentes de celles du canal CFTR endogéne avec une
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diminution du flux d'ions et une sélectivité modifiée. Les mutations R117H appartiennent a

cette classe.

- Classe V : mutations altérant la stabilité de 'ARNm CFTR. Ces mutations influencent la
guantité d’ARNm, ainsi que la quantité de protéines fonctionnelles. Cette classe inclut des
mutations dans le promoteur et des mutations qui modifient I'épissage alternatif, comme les
mutations 3849+10kb C T et A455E ou provoquent une synthése de protéine non
fonctionnelle. Le polymorphisme T5 de l'intron 8 fait également partie des mutations de

classe V.

- Classe VI: mutations altérant la stabilité de la protéine mature et donc perturbant la
régulation des autres canaux par CFTR (Pilewski and Frizzell 1999). Ce sont principalement
des mutations générant des protéines tronquées dans leur partie C-terminale comme
Q1412X et 4326delTC.

1.4. Méthodes diagnostiques

Les criteres diagnostiques de la mucoviscidose ont été définis lors de la conférence de
consensus ameéricaine de 1998 (Rosenstein and Cutting 1998). Le diagnostic repose sur
I'association de signes cliniques (signes cliniques évocateurs, antécédent de mucoviscidose
dans la fratrie, test de dépistage néonatal positif) et d'un test de la sueur positif & 2 reprises

(CI'>60 mmol/l) et/ou la présence de 2 mutations du gene CFTR.

Au cours de I'année 2002, en France, a été mis en place le dépistage néonatal systématique
de la mucoviscidose au niveau national pour permettre un diagnostic précoce et une prise en
charge optimale dans les centres de ressources et de compétences de la mucoviscidose
(CRCM). Ce dépistage repose sur le dosage de trypsine immuno-réactive (TIR) a partir d'un
échantillon de sang prélevé sur papier buvard au 3°™ jour de vie et dosé selon la technique
mise au point par Crossley et al. (Crossley et al. 1979). Afin de limiter le nombre de faux
positifs, le dosage de la TIR est couplé a la recherche des 31 principales mutations du gene
CFTR. En cas de résultat supérieur au seuil (>60ug/l), les enfants sont alors convoqués par

les CRCM pour réaliser le test diagnostic : le test de la sueur.

Le test de la sueur, principal test diagnostic de cette pathologie, est positif dans 98% des cas
(HAS 2006). Il consiste en un dosage de la concentration en chlore de la sueur des patients.
Les techniques utilisées actuellement sont simples mais le facteur limitant est la quantité de

sueur recueillie qui peut étre insuffisante chez le nourrisson de moins de deux mois,
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nécessitant un contréle ultérieur. Un test de la sueur retrouvant une concentration de chlore
supérieure & 60mmol/L est en faveur d'une mucoviscidose et doit étre contrdlé pour
confirmer le diagnostic. La concentration normale doit étre inférieure & 40 mmol/L. En cas de
taux intermédiaire, situé entre 40 et 60mmol/L, l'interprétation est douteuse et un contréle
s’avere nécessaire. Chez les patients atteints de mucoviscidose, I'absorption de chlore par
les canaux excréteurs des glandes sudoripares est impossible car I'altération de CFTR rend
la couche épithéliale imperméable au chlore. Dans ces conditions, I'absorption de sodium ne
peut plus se produire et la sueur est trop riche en sel (NaCl). On ne teste que la

concentration en chlorure qui est plus sensible que celle en sodium (Green et al. 1985).

Une autre technique mise au point par Knowles (Knowles et al. 1995) consiste & mesurer la
ddp de I'épithélium qui existe entre la peau et la muqueuse nasale, explorant ainsi les
transports ioniques transépithéliaux. Cette valeur est significativement augmentée en cas de
mucoviscidose, reflétant une absorption accrue de sodium. La ddp nasale n’est pas corrélée
avec le test de la sueur. Le principal intérét de cette technique est d’apporter une aide au
diagnostic dans les formes atypiques avec des tests de la sueur intermédiaires. L'examen
est simple et bien toléré mais les résultats sont difficilement interprétables en cas

d'inflammation de la muqueuse nasale ou en présence de polypes hasaux.

Le génotypage par analyse génétique, devenu systématique en France, vise a rechercher la

présence de mutations du gene CFTR.

1.5. Manifestations cliniques

Le dysfonctionnement des canaux CFTR est responsable de la déshydratation et de
I'hyperviscosité du liquide de surface tapissant I'épithélium bronchique, entrainant une
mauvaise clairance muco-ciliaire. L'ensemble des glandes exocrines (glandes sudoripares,
pancréas,...) de I'organisme est atteint. La présentation clinique de la mucoviscidose est tres
hétérogeéne entre différentes familles ainsi qu'au sein d'une méme famille.

En France, un nouveau-né sur 4600 est atteint par la mucoviscidose. Des la naissance, il
peut survenir un iléus méconial dans 10 a 20% des cas. Cet iléus méconial correspond a
une occlusion intestinale basse néonatale qui se traduit par I'absence d'émission du
méconium les premiers jours de vie. Plus tard, la forme clinique la plus fréquente associe

des troubles respiratoires a des troubles digestifs et de la croissance staturo-pondérale.

Manifestations pulmonaires

La cause principale de morbidité et mortalité est I'atteinte pulmonaire. La déshydratation des

sécrétions bronchiques entraine une altération de la clairance muco-ciliaire et une
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obstruction chronique des bronchioles par un mucus épais. Cette obstruction évolue
rapidement vers une inflammation bronchique excessive et des infections a répétition. Ceci
explique en partie les infections répétées a germes opportunistes, d'abord Staphylococcus
aureus (S. aureus) et Haemophilus influenzae (H. influenzae) puis P. aeruginosa, bactérie
naturellement résistante @ de nombreux antibiotiques et qui devient le principal agent
pathogéne des voies respiratoires. Les symptdmes initiaux associent des bronchites
récidivantes a une toux grasse, productive et perannuelle. L’évolution se fait par poussées,
responsables d’'une dégradation progressive de I'épithélium respiratoire, aboutissant a une

insuffisance respiratoire terminale.

Manifestations pancréatiques et digestives

En dehors de [liléus méconial de survenue néonatale, il survient une insuffisance
pancréatique exocrine (IPE) chez 85-90% des patients. Cette insuffisance pancréatique est
liée a un défaut d’excrétion dans la lumiere intestinale de trypsine et de lipase, du fait d’'une
obstruction des canaux pancréatiques par des secrétions trop épaisses et de la dégénération
du tissu pancréatique. Elle est responsable d’'un défaut d’absorption des graisses et des
vitamines liposolubles (A, D, E, K). La malabsorption est responsable d’'une stéatorrhée
(diarrhée graisseuse) et un retard de croissance staturo-pondérale. L'état de la fonction
pancréatique exocrine, déficiente ou conservée (SPE : Suffisance Pancréatique Exocrine),
permet d'apprécier la gravité du phénotype des patients : phénotype grave dans le premier
cas ou modéré dans le second. En effet, 'absence d’'IPE est fortement liée a la génétique et

est associée aux mutations modérées de classe 4, 5 ou 6.

Autres manifestations

L'atteinte hépatobiliaire est fréquente avec une hépatomégalie et peut évoluer vers une
insuffisance hépatique dans environ 10% des cas. Cette symptomatologie est liée a une
élévation de la viscosité de la bile et une obstruction des canaux hépatiques. La lésion
hépatique pathognomonique de la mucoviscidose est la cirrhose biliaire focale.

Les manifestations génitales se traduisent chez la femme par une hypofertilité liée a des
modifications de la glaire cervicale. Chez I'homme, il existe une agénésie bilatérale des
canaux déférents entrainant une azoospermie et une stérilité.

Les désordres hydro-électrolytiques au niveau des glandes sudoripares peuvent étre
responsables d’'un syndrome de perte de sel avec une déshydratation aigué lors d’efforts

physigues importants ou de fortes chaleurs.
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1.6. Explorations fonctionnelles respiratoires (EFR) dans la mucoviscidose

Les EFR permettent de caractériser un trouble ventilatoire (obstructif, restrictif ou mixte) et
de suivre l'évolution des pathologies respiratoires dont la mucoviscidose. La fonction
pulmonaire dans la mucoviscidose est principalement évaluée par la mesure du volume
expiré maximal par seconde (VEMS), parametre reflétant le degré d’obstruction et corrélé a
la survie (Kerem et al. 1992; Schluchter et al. 2002). L’examen consiste a faire souffler le
patient le plus fort possible a travers un embout placé dans la bouche. Le VEMS correspond
au volume maximal d’air en litres qu’un sujet peut expirer dans la premiére seconde qui suit
une inspiration forcée. L'embout est relié a un spirométre qui permet de dessiner des
courbes, qui seront comparées a des valeurs de référence en fonction de I'age, du sexe, de

la taille et du poids du patient. Elles permettent I'étude de volumes et de débits respiratoires.

La spirométrie permet d’évaluer les volumes pulmonaires mobilisables, notamment le VEMS.
Dans les années 1970, I'équipe de Knudson a cherché a établir des normes pour les
parametres mesurés a l'aide de la courbe débit-volume (Knudson et al. 1976). Ainsi, des
équations de régression ont été établies chez des sujets sains de référence en fonction de
I'age, du sexe et de la taille. La fonction pulmonaire est alors exprimée en % de la valeur
prédite, établie dans cette population témoin pour I'age, le sexe et la taille. Des normes ont
alors été mises en place pour différentes classes d’age et ethnies (caucasien, latino-
ameéricains , afro-américains,...) (Knudson et al. 1983; Hankinson et al. 1999). L utilisation de
valeurs prédites permet de réaliser des comparaisons entre individus mais également chez
un méme individu en croissance. Cependant, comparer la fonction respiratoire de patients
atteints de mucoviscidose a une population témoin de référence présente un certain nombre

de limitations, la plus importante étant que la référence n’est pas relevante dans ce contexte.

Ainsi, I'équipe nord-américaine de Kulich a évoqué des difficultés a comparer des sujets
sains a des sujets atteints de mucoviscidose (Kulich et al. 2005). Tout d'abord, les enfants
ayant la mucoviscidose ont le plus souvent des troubles digestifs et un retentissement sur la
croissance staturo-pondérale, ce qui modifie les courbes de taille en fonction de I'age par
rapport a des enfants sains. De plus, ces enfants présentent un retard pubertaire modifiant
également la corrélation entre la taille et la fonction pulmonaire. Des équations spécifiques a
la mucoviscidose ont donc été proposeées, ou les individus sont comparés non plus a une
population de sujets sains mais a une population de sujets atteints de mucoviscidose. Les
résultats sont alors exprimés en percentiles du VEMS ajusté sur I'age, le sexe et la taille.

Ces percentiles permettent la comparaison des patients atteints de mucoviscidose entre eux.
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Bien que ces valeurs soient ajustées a la mucoviscidose, elles restent imprécises, car
tiennent uniguement compte des individus vivants, excluant les patients décédés, le plus
souvent suite a la morbidité pulmonaire. L’équipe de Taylor a récemment proposé d’ajuster
I'équation de Kulich a la mortalité, aboutissant ainsi au score KNoRMA (Kulich Normal
Residual Mortality-Adjusted) (Taylor et al. 2011). Tout comme le consortium nord-américain
des génes modificateurs, nous utilisons dorénavant ce type de mesures standardisées afin
de mieux définir le phénotype respiratoire des patients pour les études d'associations

génotype / phénotype.

1.7. Principes de traitement

Les progres dans la prise en charge, avec notamment la mise en place des CRCM et
'amélioration des thérapeutiques, ont permis d’augmenter I'espérance de vie, qui est de 46

ans pour les enfants nés en 2008.

Il n’existe pas a ce jour de traitement curatif de la maladie. La prise en charge consiste en un

traitement symptomatique.

1.7.1. Prise en charge de I'atteinte digestive

Prise en charge nutritionnelle

Une dénutrition est observée dans la mucoviscidose du fait d’'une diminution des ingestats et
d’'une augmentation des pertes. La diminution des ingestats est secondaire a I'lPE et a une
anorexie favorisée par I'encombrement, les douleurs abdominales, les prises
médicamenteuses, etc. L'augmentation des pertes est secondaire a l'inflammation et a
laugmentation du travail musculaire. Une prise en charge nutritionnelle avec un

enrichissement des apports est le plus souvent nécessaire avec I'évolution de la maladie.

Insuffisance pancréatique exocrine

L'IPE touche 85-90% des patients, ce qui nécessite une supplémentation en extraits
pancréatiques administrés par voie orale lors de chaque repas et adaptés en fonction des

repas et des symptomes digestifs.

Supplément vitaminique

L'IPE est associée a une malabsorption des vitamines liposolubles (A, D, E, K), il existe
également un déficit en vitamine Bl12 et en zinc. Les patients recoivent alors des

compléments vitaminiques et des oligoéléments pour compenser ces pertes.

1.7.2. Prise en charge de I'atteinte pulmonaire

Amélioration de la clairance mucociliaire
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L’altération de la clairance mucociliaire favorise la survenue d’infections et participe a la
destruction du parenchyme pulmonaire. La kinésithérapie respiratoire est systématique des

gue le diagnostic est posé, méme en I'absence de symptdmes.

Des mucolytiques peuvent étre administrés aux patients afin de fluidifier les sécrétions. Des
aérosols de désoxyribonucléase recombinante humaine (rhDNase ou dornase alpha ou
Pulmozyme®) permettent d’hydrolyser de grandes quantités d’ADN issu notamment des
polynucléaires et des bactéries du site inflammatoire. Ce traitement permet de diminuer la
viscosité du mucus pulmonaire, améliorant ainsi la fonction pulmonaire, et pourrait méme
prévenir l'inflammation pulmonaire (Quan et al. 2001). Des nourrissons traités par rnDNase
présentent une diminution des valeurs de matrix métalloprotéinases (MMP) 8 et MMP9, ainsi
gu’une diminution du rapport MMP9 / tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP1) (Ratjen et
al. 2002).

Par leur effet osmotique, l'inhalation de sérum salé hypertonique pourrait également
favoriser I'hydratation du mucus et améliorer la clairance mucociliaire (Wills et al. 1997;
Elkins et al. 2006). Le sérum salé hypertonique, moins efficace que la dornase, est indiqué
en seconde ligne en cas d'échec ou d'intolérance du pulmozyme® (HAS 2008). Des
aérosols de mannitol ont également été proposés pour leur pouvoir osmotique, mais ils ne

sont pas commercialisés en France.

Antibiothérapie

L’antibiothérapie doit étre précoce, débutée des l'apparition de signes d’exacerbation
pulmonaire. Des examens cytobactériologigues des crachats (ECBC) sont
systématiquement réalisés. lls permettent d’isoler des germes et d’évaluer leur sensibilité
aux antibiotiques (antibiogramme) pour ainsi mettre en route une antibiothérapie ciblée sur le

germe.

Dans un premier temps, I'antibiothérapie vise principalement le S. aureus et I'H. Influenzae
souvent traités par voie orale. En cas d’infection au P. aeruginosa, la primocolonisation
pourra étre traitée soit par une antibiothérapie orale et inhalée, soit par voie veineuse selon
les signes cliniques. Il a été démontré qu’une prise en charge précoce permet d'éradiquer le
pathogene de I'organisme et ainsi de retarder la colonisation chronique (Taccetti et al. 2005).

En cas d'infection chronique, les exacerbations seront traitées par voie veineuse.

Concernant les autres infections, le choix de I'antibiothérapie sera fonction du germe, des

symptémes et de I'antibiogramme.

Anti-inflammatoires
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Trés rapidement, il apparait un cercle vicieux dans la mucoviscidose impliquant
linflammation, linfection et la libération de dérivés oxydants. Un des enjeux de la
thérapeutique est de rompre ce cercle vicieux, c’est pourquoi des anti-inflammatoires et anti-

oxydants sont apparus comme des traitements de choix.
Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

De fortes doses d'ibuprofene sont associées a un ralentissement du déclin du VEMS,
principalement chez des enfants ayant une atteinte modérée (Konstan et al. 1995). Mais les

fréquents effets secondaires gastriques et rénaux ont conduit a l'abandon de ces

traitements.
Corticothérapie

Les corticoides sont connus pour leur r6le anti-inflammatoire en diminuant le recrutement
des neutrophiles et la libération de cytokines. Un effet bénéfique des corticoides par voie
systémique a été rapporté chez des enfants présentant une forme modérée de
mucoviscidose, avec une amélioration de la fonction respiratoire et une réduction de la
frégquence des exacerbations. Toutefois, ces bénéfices sont ternis par des effets secondaires
notables (Eigen et al. 1995). Ainsi, les corticoides par voie systémique ne sont pas utilisés,
en dehors des aspergilloses broncho-pulmonaires immunoallergiques (ABPA) et des
exacerbations séveres. Concernant les corticoides inhalés, ils font I'objet de controverse
mais restent néanmoins tres souvent prescrits dans le cadre de la mucoviscidose. Une revue
de la Cochrane n’a pas pu établir I'effet bénéfique ou délétere de ces thérapeutiques dans la

mucoviscidose (Dezateux et al. 2000).
Macrolides

Les macrolides sont des antibiotiques utilisés pour leur action antibactérienne contre les
germes intracellulaires. L'un d’entre eux, I'azithromycine, a particuliérement été étudié dans
la mucoviscidose pour son réle anti-inflammatoire. Une méta-analyse a regroupé les études
randomisées réalisées sur les macrolides dans cette pathologie (Cai et al. 2011). Les
auteurs concluent que l'azithromycine permettrait une augmentation significative du VEMS,
reflet de la fonction respiratoire, essentiellement chez les patients colonisés par le P.
aeruginosa. lls ne montrent pas de diminution du nombre d'exacerbations, mais les patients
sous azithromycine nécessitent moins de recours a une antibiothérapie orale et ont une

meilleure qualité de vie.

Nouvelles voies thérapeutiques
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Plusieurs molécules sont actuellement & I'étude pour rétablir la fonctionnalité du canal CFTR.

Le vertex 770 (ivacaftor ®) est un potentiateur de la protéine CFTR utilisé en présence de
mutation de classe Ill. Ce traitement a fait I'objet d’'une étude randomisée en double aveugle
contre placebo chez des sujets porteurs de la mutation de classe Il G551D. Les patients
recevant l'ivacaftor ont présenté une amélioration rapide et trés significative du VEMS, une
diminution de plus de moitié du nombre d’exacerbations et un gain pondéral sans effet
secondaire notable. Face a ces résultats trés encourageants, cette molécule sera tres

prochainement commercialisée (Ramsey et al. 2011).

Le vertex 809 est quant a lui un correcteur de la protéine CFTR et pourrait étre utile en
présence de mutations de classe Il en traitement combiné avec le vertex 770. Dans des
cultures cellulaires bronchiques de patients homozygotes pour la mutation F508del, le vertex
809 améliore la maturation dans le réticulum endoplasmique et augmente la sécrétion de CI
d’environ 14% (Van Goor et al. 2011).

La molécule PTC124 (Ataluren ®) pourrait restaurer partiellement la production de CFTR en
présence d'une mutation non-sens, en poursuivant le cadre de lecture malgré le codon stop
(Welch et al. 2007). Cette molécule a fait I'objet d’études chez la souris dans un premier
temps, chez qui PTC124 induit la production de CFTR fonctionnel a la surface des cellules
épithéliales (Du et al. 2008). Des essais cliniques ont ensuite été réalisés chez I'adulte sain
(Hirawat et al. 2007) puis chez des adultes atteints de mucoviscidose (Kerem et al. 2008).
L’Altaluren® permettrait alors une amélioration du transport de CI' dans des epithélia
respiratoires. Ces résultats ont ensuite été confirmés chez I'enfant (Sermet-Gaudelus et al.
2010).

BN

Ces molécules font actuellement [l'objet d'études pharmacologiques a des fins
thérapeutiques. La thérapie génique, qui apparait comme le meilleur traitement de la

mucoviscidose est elle aussi a I'état de recherche.

2. Caractéristiques de I'atteinte inflammatoire dans la mucoviscidose

Parmi les facteurs impliqués dans l'aggravation progressive de linsuffisance respiratoire
chronique dans la mucoviscidose, l'inflammation des voies respiratoires apparait comme un
élément important. L'origine de cette inflammation reste largement débattue (Boucher
2004) : secondaire au déficit en CFTR ou aux infections pulmonaires (Armstrong et al. 1995;
Gangell et al. 2011).
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2.1. Inflammation respiratoire précoce

L’inflammation des voies aériennes dans la mucoviscidose est caractérisée par un afflux de
polynucléaires neutrophiles (Midulla et al. 1995; Sly et al. 2009). Certaines données
suggerent que la cascade d'événements associée a la progression de la maladie implique
tout d'abord le déclenchement d'une inflammation pulmonaire et secondairement I'apparition
d'une infection des voies respiratoires. Chez des souris avec ou sans mucoviscidose, une
greffe de tissu trachéal humain a montré la survenue plus précoce d'un afflux massif de
leucocytes et d’'une croissance bactérienne (Tirouvanziam et al. 2000). De plus, l'analyse de
liquides de lavage bronchoalvéolaire (LBA) de trés jeunes patients a permis de mettre en
évidence la présence de marqueurs d'inflammation dans les voies respiratoires, avec, outre
les neutrophiles, une activité élastasique accrue et un taux important d'interleukine (IL)-8 en
'absence de pathogéne identifié (Balough et al. 1995; Armstrong et al. 1997; Muhlebach et
al. 1999; Dakin et al. 2002). Cette observation a conduit a I'hypothése qu'’il existerait une
inflammation d’origine non infectieuse. La présence d’'une activation constitutive de NF-kB
dans les cellules épithéliales bronchiques des glandes sous-muqueuses et une
augmentation de la production d’IL-8 en présence de la mutation F508del abondent en ce
sens (Tabary et al. 1998). Mais la présence d'une corrélation entre le niveau d’inflammation
dans les voies aériennes et la charge bactérienne chez les nourrissons suggere que

I'infection a un réle important dans le processus inflammatoire (Dakin et al. 2002).
Les polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles, impliqués dans I'immunité innée, ont un rdéle de défense
contre les pathogénes. Ces cellules sont douées de mobilité et, sous l'influence de stimuli
issus de foyers inflammatoires, migrent sur le site de linflammation par diapédése. Elles
agissent par phagocytose pour englober le facteur pathogéne puis le détruisent par 2
mécanismes synergiques : dégranulation ou explosion oxydative. L’explosion oxydative
consiste en la libération rapide d’espéces réactives de I'oxygéne ou ROS, produite par un
mécanisme d’oxydation induit par les pathogénes via la NADPH oxydase. La dégranulation
des polynucléaires neutrophiles consiste en la libération d’enzymes responsables de la
dégradation de la membrane du pathogéne, permettant ainsi sa destruction par d’autres

enzymes.
Les neutrophiles dans la mucoviscidose

Dans la mucoviscidose, il existe un afflux de polynucléaires neutrophiles dans les voies
aériennes respiratoires (Kharazmi et al. 1986). Les polynucléaires en exces libérent des

protéinases déléteres pour la matrice extracellulaire ainsi que des ROS. En période
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néonatale précoce, le role délétére des protéases a été évoqué, du fait de la présence d’'un
déséquilibre entre protéases et anti protéases dans les voies aériennes (Meyer et al. 1991).
La sécrétion excessive de cytokines pro-inflammatoires, liée a une dérégulation de la
réponse par les neutrophiles dans la mucoviscidose, pourrait participer a cet exces
d’'inflammation (Coakley et al. 2000). Au total, il s’installe un cercle vicieux entre infection,

inflammation et stress oxydant (Figure 4).

Mutationdu gene CFTR

|

Anomalie de la protéine CFTR

l

Altération de la clairance muco-ciliaire

|

-

Stress oxydant Infection

}

Inflammation

Figure 4 Cercle vicieux infection/inflammation

La présence d'une inflammation précoce est associée a un retentissement plus important de
la maladie (Dakin et al. 2002). De plus, I'accumulation de polynucléaires neutrophiles est
responsable d'une accumulation d’ADN issu de leur dégradation, ce qui participe a

I'hyperviscosité des sécrétions.

2.2. Déséquilibre entre protéases et anti protéases

Ce déséquilibre a également été mis en cause dans la mucoviscidose (Birrer et al. 1994;
Rowe et al. 2005). Parmi ces protéases, les matrix métalloprotéases (MMP) ont été
impliquées dans l'inflammation pulmonaire chronique (Greenlee et al. 2007). Les MMPs sont
responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire, du remodelage tissulaire, du
relargage de cytokines ou de facteurs de croissance et de la migration cellulaire
(Stamenkovic 2003; Gaggar et al. 2008). Plus de 20 MMPs ont été décrites et peuvent étre

classées selon leur fonction :

- Collagénase (MMP-1, MMP-8, MMP-13)
- Gélatinase (MMP-9, MMP-2)
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- Stromelysine (MMP-3, MMP-10)

- Membrane-type MMP (MT1- MMP, MT2-MMP, MT1-MMP)

- Autres (MMP-7, MMP-11, MMP-12 ou métalloélastase)

Elles peuvent étre sécrétées sous forme inactive ou exprimées a la membrane. Les cellules
du tractus respiratoire produisent des MMPs, les MMP-8 et MMP-9 des voies aériennes
inférieures sont principalement dérivées des neutrophiles qui jouent un role central dans la
mucoviscidose. Les MMPs sont inactivées par des inhibiteurs spécifiques : les TIMPs (tissue
inhibitor of metalloproteinase). Les MMPs des voies aériennes sont augmentées dans la

mucoviscidose (Delacourt et al. 1995).

2.3. Dérégulation des voies NF-kB et AP-1 dans la mucoviscidose

Il a été démontré que les cellules épithéliales ayant un défaut d’expression ou d'activité
CFTR ont une expression accrue d’ARNm de linterleukine (IL)-8 et de la protéine
correspondante en présence d'IL-18 et de TNF-a. La production d'IL-8 est en partie
contrélée par I'activation de NF-kB (Tabary et al. 2006). Dans un contexte de mucoviscidose,
les cellules ont tendance a induire une activation excessive et prolongée la voie NF-kB apres
stimulation par I'lL-1p (Tabary et al. 2006).

De méme, une production accrue d'IL-8 est associée a une activation excessive et prolongée
du facteur de transcription AP-1 et des MAP kinases (p38, JNK, ERK) (Saadane et al. 2011).
Il semble que JNK et ERK jouent un rble dans la régulation alors que p38 permet de
stabiliser TARNm de I' IL-8 (Hoffmann et al. 2002).

La production d’IL-8, augmentée dans la mucoviscidose, est dépendante des voies de
signalisation NF-kB et MAPK (Muselet-Charlier et al. 2007).

3. Génes modificateurs

De nombreuses études ont tenté d’établir un lien entre les mutations de CFTR et le
phénotype de la maladie. De maniére décevante, seules quelques études ont pu mettre en
évidence de telles associations, intéressant essentiellement l'atteinte pancréatique et, plus
rarement, I'atteinte pulmonaire. Ainsi, il a été montré que les patients porteurs de mutations
de CFTR dites modérées n'ont pas d’atteinte pancréatique et ont une atteinte respiratoire
plus modérée. En dehors de ces exceptions, la grande majorité des études, y compris celles
réalisées chez des jumeaux ou dans des fratries, s'accordent a conclure a l'absence de
relation entre les mutations de CFTR et le phénotype de la maladie (Santis et al. 1990;
Mekus et al. 2000; Rowntree and Harris 2003).
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Compte tenu de la grande variabilité des profils cliniques des patients atteints de
mucoviscidose, ces données suggérent l'intervention de variants génétiques, situés soit dans
le locus méme de CFTR (facteurs dits hétéroalléliques), soit situés en dehors de ce locus :
qui orientent vers la recherche des genes dits modificateurs. Ces variants génétiques ou
polymorphismes, sont des variations individuelles dans la séquence d'un géne, non
pathologiques en soit, mais pouvant moduler la gravité de la maladie (Mekus et al. 2000;
Rowntree and Harris 2003). On distingue plusieurs types de polymorphismes: des
insertions-délétions de bases, des répétitions de courtes séquences nucléotidiques (micro-
ou mini-satellite) ou des modifications d'une seule base ou SNP (Single Nucleotide
Polymorphism).

Le choix des géenes étudiés est guidé par leur role dans la physiopathologie de la maladie

(approche géne-candidat).
3.1. Corrélation phénotype-génotype liée au gene CFTR

3.1.1. Corrélation selon les types de mutations de CFTR

Depuis la description de la maladie en 1953, de nombreuses observations ont été rapportées
documentant I'extréme hétérogénéité clinique de la pathologie. L'identification du gene et de
ses principales mutations a permis d'initier un nombre important d‘études pour tenter
d’établir des liens entre caractéristiques génotypiques et manifestations cliniques (Zielenski
2000; Acton and Wilmott 2001; Drumm 2001; Salvatore et al. 2002; Accurso and Sontag
2003). D’'une maniére générale, les mutations de classe IV a VI sont associées a des
phénotypes dont la sévérité est plus modérée par rapport aux mutations des classes |, Il et
lll. Par ailleurs, chez les patients hétérozygotes composites, l'allele associé a un phénotype
modéré domine le plus souvent l'alléle associé a un phénotype plus sévere. Les hommes
adultes hétérozygotes composites pour CFTR présentent cliniquement une absence
bilatérale des canaux déférents isolée car la mutation qui altére séverement la fonction de la
protéine CFTR (par exemple F508del) est compensée par une 2°™ mutation dont I'effet est

plus modéré, le plus souvent affiliée aux classes IV ou V (Rigot et al. 1991).

De facon surprenante, les résultats d’études d’association génotype CFTR / phénotype de la
mucoviscidose ont été rapidement décevants, ne permettant de retrouver une association
que pour un nombre trés limité d'expressions phénotypiques, et intéressant surtout l'atteinte
du pancréas (The Cystic Fibrosis Genotype-Phenotype Consortium 1993). Les patients
suffisants pancréatiques sont le plus souvent porteurs de mutations dites modérées qui se
caractérisent par une capacité a maintenir un fonctionnement résiduel du canal chlorure
(Devoto et al. 1989; Kerem et al. 1989; Gasparini et al. 1990; Ferrari and Cremonesi 1996).
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Ainsi, I'état de la fonction pancréatique exocrine, déficiente ou conservée permettrait
d'apprécier la gravité du phénotype des patients : phénotype grave dans le premier cas ou
modéré dans le second (Kerem et al. 1990). La relation génotype CFTR/atteinte
pancréatique de la mucoviscidose a été confirmée par des études familiales, des études de
fratries et des études de jumeaux monozygotes (MZ) ou dizygotes (DZ) (Corey et al. 1989;
Santis et al. 1990; Santis et al. 1992).

Concernant l'atteinte des autres organes, aucune relation n'a pu étre établie (Rowntree and
Harris 2003). Ainsi, la survenue d'un iléus méconial, qui est observée chez environ 15 % des
enfants a la naissance, est retrouvée chez les patients présentant une insuffisance
pancréatique, mais sans association avec une mutation particuliere. Concernant la
pathologie respiratoire qui domine le pronostic, la encore de nombreuses études ont cherché
a préciser si certaines mutations de CFTR étaient associées a la précocité de l'atteinte
pulmonaire, a une progression rapide de la maladie ou encore a la survenue a un age
précoce d'une colonisation pulmonaire par le P. aeruginosa. Johansen et al. en 1991 avaient
associé 'homozygotie F508del a une atteinte respiratoire sévére (Johansen et al. 1991),
mais de nombreuses études ont infirmé leurs résultats (Santis et al. 1990; Campbell et al.
1991; Burke et al. 1992). Certains travaux montrent que les patients porteurs de mutations
séveres de CFTR seraient plus susceptibles aux infections a P. aeruginosa (Kubesch et al.
1993; Davidson et al. 1995). De plus, certaines mutations faux-sens de CFTR comme les
mutations R117H et A455E ont été associées a des atteintes respiratoires modérées (Gan et
al. 1995; De Braekeleer et al. 1997).

En dehors de ces exceptions, I'ensemble des données de la littérature validé par des études
réalisées chez des jumeaux et des fratries s’accorde a conclure a I'absence de relation entre
atteinte respiratoire et mutations de CFTR. Les jumeaux dizygotes (DZ) et monozygotes
(MZ) partageant respectivement 50% et 100% de leurs génes, l'étude des variabilités
phénotypiques au sein d’'une paire de jumeaux est d’une importance majeure, surtout quand
les jumeaux partagent un méme environnement. Une premiére étude réalisée chez un petit
nombre de jumeaux atteints de mucoviscidose (3 paires de MZ et 4 de DZ) suggére une
meilleure concordance de la sévérité de I'atteinte respiratoire chez les MZ comparés aux DZ
(Santis et al. 1992). Des études de fratrie ont également montré des corrélations
significatives avec la fonction pulmonaire (VEMS) (Corey et al. 1989; Santis et al. 1990;
Picard et al. 2004). Cependant, ces études ne font pas la différence entre les similitudes
dues au partage des génes, au partage des facteurs environnementaux ou d’une
combinaison des 2. Une étude de I'« European Cystic Fibrosis (CF) Twin and Sibling Study »
réalisée chez des jumeaux et au sein de fratries atteints de mucoviscidose (29 Mz, 12 DZ,
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277 paires d’'une fratrie) a montré que les jumeaux MZ avaient moins de différences
phénotypiques respiratoire (VEMS exprimé en % des valeurs attendues pour I'age) et
nutritionnelle (poids attendu pour la taille) que les jumeaux DZ (Mekus et al. 2000). Cette
différence n’est pas statistiquement significative lorsque la fonction respiratoire est testée
isolément. De facon surprenante, la médiane de la fonction pulmonaire était statistiquement
différente entre les 2 groupes de jumeaux MZ et DZ, avec une fonction respiratoire plus
sévere chez les jumeaux DZ. Cette différence ne peut pas étre attribuée a I'dge car les
analyses ont été ajustées en fonction de I'age et que les ages médians des 2 groupes
étaient similaires (14,9 ans pour les MZ et 14,6 ans pour les DZ). Ainsi, chez les patients
homozygotes F508del, le fait de partager des genes et un environnement augmente la
concordance du statut nutritionnel et non du statut respiratoire. A l'inverse, chez les patients
non homozygotes F508del, le partage de genes et d’environnement est associé a plus de
similitude de l'atteinte respiratoire. Ces résultats suggerent que la sévérité de latteinte
respiratoire est déterminée par des interactions entre le génotype CFTR et des facteurs
partagés par les jumeaux et les fratries comme des génes modificateurs et/ou des facteurs

environnementaux.

Une étude américaine « CF Twin and Sibling Study », sur une plus grande cohorte de
patients, a également été réalisée avec 47 paires de jumeaux MZ, 10 DZ et 231 paires de
fratrie (Vanscoy et al. 2007). L'analyse a montré que les mesures de la fonction respiratoire
chez les jumeaux MZ sont mieux corrélées, que chez des jumeaux DZ ou des fratries. Ces
résultats sont en faveur de l'intervention de facteurs génétiques, des génes modificateurs.
Néanmoins, la corrélation des mesures de la fonction chez les MZ n’atteint pas 100%,
suggérant l'intervention de facteurs environnementaux ou stochastiques. Selon I'étude de
Collaco et al, les variations du phénotype respiratoire seraient dues pour moitié a des genes

modificateurs et pour moitié a des facteurs environnementaux (collaco et al. 2010).
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Figure 5 Meileure corrélation de la fonction respiratoire chez les jumeaux MZ par rapport aux fratries (Vanscoy et al.

2007)
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Certaines études ont cherché a mettre en évidence des facteurs environnementaux qui
pourraient moduler le phénotype des patients atteints de mucoviscidose malgré la difficulté
engendrée par le nombre de facteurs impliqués et le manque de mesures objectives. Le
tabagisme passif et la pollution atmosphérique ont été associés avec la sévérité de I'atteinte
respiratoire (Rubin 1990; Kovesi et al. 1993; Smyth et al. 1994; Goss et al. 2004). Une prise
en charge nutritionnelle optimale a également été associée au pronostic des patients avec
une variabilité interindividuelle de réponse au traitement (Shepherd et al. 1980; Dalzell et al.
1992; Kirvela et al. 1993; Steinkamp and von der Hardt 1994; Zemel et al. 2000). Les
colonisations des voies aériennes par P. aeruginosa et Burkholderia cepacia sont également
des facteurs environnementaux associés a un pronostic défavorable avec une durée
moyenne de survie diminuée (John et al. 1994; Corey and Farewell 1996; Parad et al. 1999).
Un statut socio-économique bas a également été associé a une atteinte respiratoire plus
sévere et des taux de mortalité augmentés (Schechter et al. 2001; O'Connor et al. 2003).
Ces études montrent que des facteurs environnementaux pourraient étre identifiés mais

gu’ils ne semblent pas étre des facteurs dominants.

A ces observations cliniques s'ajoutent des observations expérimentales montrant des
phénotypes variables dans les différents modeles murins d'invalidation du gene CFTR.
L'ensemble de ces données a permis progressivement de faire émerger I'nypothése selon
laguelle des facteurs autres que les mutations du géne CFTR, environnementaux ou
génétiques, peuvent rendre compte de I'importante variabilité de I'expression clinique de la
maladie. Comme nous I'avons vu ci-dessus, les observations rapportées chez des jumeaux
portant la méme mutation du geéne CFTR semblent indiquer que les facteurs
environnementaux ne jouent pas un role dominant (Mekus et al. 2000). Ces données

suggerent donc fortement l'intervention de variants génétiques, dans le locus de CFTR
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(facteurs hétéroalléliques) ou en dehors du locus CFTR, dans I'expression phénotypique de

la maladie et orientent vers la recherche de genes modificateurs.

3.1.2. Influence de facteurs génétiques modificateurs hétéroalléliques de CFTR

Il s'agit de variants du gene CFTR situés en des sites différents de la mutation princeps
pouvant rendre compte en partie des phénotypes différents chez des patients de méme
génotype. Dork et al. ont mis en évidence chez un sujet homozygote pour la mutation
F508del qui avait une forme moyennement sévere de la maladie, une deuxiéme mutation
R553Q dans une copie du CFTR (Dork et al. 1991). Ces auteurs ont émis I'hypothése que

cette derniére mutation permettrait a certains canaux chlorures d'avoir une fonction normale.

L'étude du gene CFTR a montré gu'une séquence polymorphe Tn, située dans l'intron 8
proche de l'exon, constituée de 5, 7 ou 9 thymidines (T5, T7, T9) a un réle important dans le
processus d'épissage. Le variant T5 altere I'épissage, I'exon 9 est trés souvent absent dans
la protéine CFTR, d'ou sa diminution quantitative. Ce variant est fréquemment retrouvé chez
des sujets présentant une absence bilatérale des canaux déférents, le plus souvent a I'état
d'hétérozygote composite. Il peut également aggraver le phénotype lorsqu'il est associé a
une mutation délétére comme I'ont décrit I'équipe de Kieswetter (Kiesewetter et al. 1993). lls
ont montré que les sujets hétérozygotes composites CFTR mutés/R117H, et en particulier
F508del /R117H, peuvent avoir une mucoviscidose avec fonction pancréatique normale, une
absence bilatérale des canaux déférents, voire un phénotype normal chez la femme. Chez
les sujets ayant une absence bilatérale des canaux déférents ou asymptomatiques, la
mutation R117H est associée au variant T7 qui entraine un épissage normal ; par contre
chez les sujets ayant une mucoviscidose la mutation est associée dans la plupart des cas au

variant T5. Cette étude démontre que le polymorphisme Tn est un facteur modificateur.

Cuppens et al. ont montré l'influence de 2 autres polymorphismes sur la synthése de la
protéine CFTR (Cuppens et al. 1998). Il s'agit des répétitions TGm, également situées dans
I'intron 8, et qui modulent I'épissage de I'exon 9 et du variant M1470V, qui joue un rdle dans
la maturation de la protéine. L'effet sur le phénotype de ces polymorphismes est cependant
possible mais non démontré. Enfin, chez les patients porteurs de la mutation S549R, la
présence du variant -102T>A est associée a des fonctions pancréatiques et respiratoires
meilleures comparées aux sujets porteurs du variant -102T>G. Ce variant est localisé dans
le promoteur du géne CFTR et pourrait stimuler la production de la protéine CFTR a un
niveau suffisant pour compenser le défaut moléculaire induit par la mutation S549R (Romey
et al. 1999).
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Ainsi, la mucoviscidose est caractérisée par une grande hétérogénéité clinique, méme chez
les patients porteurs de mémes mutations de CFTR. Les études réalisées dans des fratries
et chez des jumeaux semblent indiquer que les facteurs environnementaux ne jouent pas un
role majeur dans cette variabilité phénotypique. Ceci a fait émerger I'hypothése de

I'intervention de génes dits modificateurs.

3.2. Influence des genes modificateurs autres que le gene CFTR

Le polymorphisme génétique est défini par la présence de variants au niveau de la structure
primaire de 'ADN, la présence de I'alléle le plus rare étant retrouvée dans au moins 1% de la
population. Chaque individu posséde une combinaison unique de traits polymorphiques qui
modifie la susceptibilité a développer certaines pathologies ou leurs complications, mais
aussi qui module le type de réponse a un médicament ou a une agression. On distingue
plusieurs types de polymorphismes, parmi lesquels les marqueurs minisatellites et
microsatellites, les délétions ou insertions de courtes séquences nucléotidiques, et les
polymorphismes de nucléotide unique (SNP pour Single Nucleotide Polymorphism). Les
SNPs sont tres répandus, leur fréquence étant estimée a un polymorphisme nucléotidique
toutes les 300 a 1000 pb (Lander et al. 2001). Les polymorphismes nucléotidiques
correspondent a une substitution d'une base purique ou pyrimidique par une autre base.
Leur localisation dans la partie codante des genes leur confere généralement une
fonctionnalité biologique (polymorphisme fonctionnel) liée a une modification de la
transcription, de la stabilité des ARNm ou de la conformation protéique s'il aboutit a la
substitution d’un acide aminé. Les polymorphismes situés en dehors des genes ont des
conséquences génétiques moins évidentes et sont généralement utilisés comme marqueur

pour des études de liaison génétique.

3.2.1. Polymorphismes et phénotype digestif

Les premiers travaux sur la recherche de génes modificateurs dans la mucoviscidose ont été
menés par une approche de région chromosomique candidate. L'utilisation de modéles
murins de mucoviscidose a permis d’identifier un locus impliqgué dans la sévérité de I'atteinte
digestive. Ce locus, appelé Cfml, a été localisé au niveau de la portion proximale du
chromosome 7 chez la souris (synténique de la région 19913 du génome humain). La région
correspondante dans le génome humain a été étudiée dans la mucoviscidose et associée a
I'iléus méconial (Zielenski et al. 1999). Mais ces résultats n'ont pu étre répliqués dans une
plus grande étude, excluant, a priori, le réle de CFM1 en tant que géne modificateur
(Blackman et al. 2006). D’autres travaux ont associé un variant du géne CLCAL (chloride

channel accessory 1) a la survenue d’iléus méconial dans une cohorte de patients F508del
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homozygotes et de génotypes séveres (van der Doef et al. 2010). Enfin, un loci délétere sur
le géne ADIPOR?2 (adiponectin receptor 2) et un autre protecteur sur le géne SLC4A4 ont été

mis en évidence et répliqués dans une large étude nord-américaine (Dorfman et al. 2009).

3.2.2. Polymorphismes et phénotype respiratoire

Dans un premier temps, étaient réalisées des études géne-candidat, qui s'intéressaient a
des genes dont les protéines étaient connues pour étre impliquées dans la physiopathologie
de la maladie. Ainsi, les génes pouvant moduler la réponse immuno-inflammatoire étant des
candidats potentiels, ils ont fait I'objet de nombreuses études. Certaines n'ont pas été
répliguées, mais d’'autres ont pu montrer que les génes codant pour le Transforming growth
factor beta 1 (TGFB1), la mannose binding lectin 2 (MBL2), certaines interleukines (IL) et les
Glutathione-S-transférase (GST) en particulier moduleraient la sévérité de [latteinte

respiratoire.

Le TGFB1 a été associé a la sévérité de diverses pathologies pulmonaires telles que
I'asthme ou la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) (Silverman et al. 2004;
Wu et al. 2004). Dans la mucoviscidose, une association entre des variants du gene TGFB1,
responsables d’'une augmentation de I'expression de la protéine, et la sévérité de I'atteinte
respiratoire a été retrouvée dans plusieurs cohortes (Arkwright et al. 2003; Drumm et al.
2005; Corvol et al. 2008). Ainsi les alleles situés dans le promoteur -509TT et au niveau du
codon 10CC seraient associés a une altération de la fonction pulmonaire. Des études plus
récentes suggerent que ces variants auraient un effet d’autant plus marqué dans des

cohortes de patients porteurs de mutations de CFTR modérées (Bremer et al. 2008).

La MBL est une protéine impliquée dans la réponse immunitaire innée. Un des variants
génétiques entraine I'absence de protéine fonctionnelle et a fait I'objet de nombreuses
études. Dans la mucoviscidose, des résultats controversés ont été montrés : certains
associent ce variant a une altération prématurée de la fonction pulmonaire (Gabolde et al.
1999; Gabolde et al. 1999; Garred et al. 1999; Davies et al. 2004; Yarden et al. 2004), mais
d’autres ne retrouvent pas d’'association (Carlsson et al. 2005; Drumm et al. 2005; de Faria
et al. 2009). Il en est de méme pour son association avec la survenue d’infections a P.
aeruginosa qui reste controversée (Gabolde et al. 1999; Davies et al. 2004; Yarden et al.
2004; Trevisiol et al. 2005; Dorfman et al. 2008).

Plusieurs génes codant des interleukines ont été étudiés du fait de leur r6le majeur dans le
recrutement des neutrophiles, altéré dans la mucoviscidose. Ainsi, des variants du géne de
I'lL-8 ont été associés a une altération du VEMS (Hillian et al. 2008), alors que ceux de I'lL-

10 ont été associés a la colonisation a aspergillus fumigatus (Brouard et al. 2005). Des
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résultats contradictoires ont été observés pour I'lL1B (Corvol et al. 2008; Levy et al. 2009).
Enfin, certains génes de la famille des GST ont été associés a la variabilité de I'atteinte
pulmonaire, en particulier GSTM1 et 3 (Hull and Thomson 1998; Flamant et al. 2004;
Feuillet-Fieux et al. 2009).

Géne Effet Références

CFM1 Association controversée ave liléus Zielenski et al. 1999 : Blackman et al.
méconial 2006

CLCA1 Association avec I'iléus méconial van der Doef et al. 2010

ADIPOR2 Association avec la sévérité digestive Dorfman et al 2009
dans la mucoviscidose
SLC4A4 Association avec la sévérité digestive Dorfman et al 2009

dans la mucoviscidose

TGFB1 Association a une plus grande sévérité  Arkwright et al. 2003; Drumm et al. 2005;
pulmonaire Corvol et al. 2008
MBL2 Résultats controversés Gabolde et al. 1999; Garred et al. 1999;

Davies et al. 2004; Yarden et al. 2004
versus Carlsson et al. 2005; Drumm et al.
2005; de Faria et al. 2009

IL-8 Association a la sévérité respiratoire Hillian et al. 2008
IL-10 Association a la colonisation a A. Brouard et al. 2005
Fumigatus
IL-1B Résultats controversés Corvol et al. 2008; Levy et al. 2009
GSTM1-M3 Association a la sévérité pulmonaire Hull and Thomson 1998; Flamant et al.

2004; Feuillet-Fieux et al. 2009

Tableau 1 Tableau récapitulatif des principaux génes modificateurs

Ces travaux « gene-candidat » ont cependant des limites et une nouvelle approche est
actuellement utilisée, I'analyse du génome entier (WGA pour whole genome analysis ou
GWAS genome-wide association study). Les études de GWAS nécessitent de larges
cohortes et leur réplication dans des cohortes indépendantes. Ainsi, une large étude nord-
ameéricaine et une étude nationale francaise sont en cours. Les nord-américains ont publié
tres réecemment les premiers résultats de leur WGA en lien avec l'atteinte respiratoire dans
de larges cohortes américaines et canadiennes. Les patients étudiés étaient tous
homozygotes pour des mutations séveres. lls ont identifié€ 7 régions pour lesquelles une
association avec la sévérité de l'atteinte pulmonaire est probable, a proximité des génes :
APIP/EHF, AGTR2, HLA-DRA, EEA1, SLC8A3, AHRR et CDH8 (Wright et al. 2011). Parmi

ces loci, la région EHF-APIP en position 11p13 est particulierement significative. Le géne
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APIP code pour une protéine interagissant avec APAF-1 permettant ainsi d’inhiber
I'apoptose alors que I'EHF serait un régulateur de la transcription en condition de stress et
d’'inflammation. De plus, en comparant les patients dans des fratries, des analyses de liaison
ont pu mettre en évidence une autre région d’'intérét sur le chromosome 20q13.2, en cours
d’exploration.

-logqe(p-value)
4

2 4 8 8 10 12 14 168 _18 2022

chromosome

Figure 6 Etude de GWAS: identification de 7 régions associée a la sévérité de la fonction pulmonaire (Wright et al. 2011)

3.2.3. Polymorphismes et autres symptomes

L’atteinte hépatique dans la mucoviscidose est devenue plus fréquente avec I'augmentation
de Tl'espérance de vie des patients. La lésion hépatigue pathognomonique de la
mucoviscidose est la cirrhose biliaire focale. A ce jour, il n'a pas été montré d’association
entre atteinte hépatique (survenue ou sévérité) et mutations de CFTR (Lamireau et al. 2004)
mais plusieurs autres loci ont été associés soit a une fréquence accrue d'atteinte hépatique
(haplotype HYPD de la MBL (Tomaiuolo et al. 2009), géenes codant pour les protéines
ABCB4 (ATP-binding cassette subfamily B member 4) et GSTP1 (Henrion-Caude et al.
2002)) ; soit a une atteinte plus sévere (allele Z du géne de I'al-antitrypsine) (Bartlett et al.
2009).

Le diabéte est une des complications de la mucoviscidose, dont le risque augmente avec
'age jusgu’a atteindre environ un patient sur 3 a I'age adulte (Mackie et al. 2003). La
survenue d’un diabéte est délétére pour la fonction pulmonaire et la mortalité (Mackie et al.
2003). Un géne connu de susceptibilité du diabéte de type 2 dans la population générale, le
transcription factor 7-like 2 (TCF7L2), a également été associé dans la mucoviscidose a un
risque accru de diabete (Blackman et al. 2009).
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4. Haplotype ancestral AH8.1

Les polymorphismes peuvent étre étudiés indépendamment les uns des autres ou étre
regroupés en haplotype (groupe de genes situés sur un méme chromosome et dont les
alleles ségrégent ensemble). Un haplotype ancestral est défini comme un haplotype
hautement conservé et qui semble provenir d’'un ancétre commun. L’haplotype AH8.1 se
situe au niveau du bras court du chromosome 6p21 dans la région codant le complexe
majeur d’histocompatibilité (ou HLA Human Leucocyte Antigen). Il se compose de SNPs

situés au niveau du HLA de classe | et II.

Le systeme HLA contient plus de 200 genes divisés en 3 classes. Les génes des classes | et
Il du HLA codent des glycoprotéines polymorphiques présentes a la surface des cellules,
régulant la réponse des cellules T contre des antigénes spécifiques. La classe Il contient

des protéines qui permettent de moduler la fonction immunitaire.

Parmi les polymorphismes de I'haplotype AH8.1, il faut citer HLA-A1, Cw7, B8, C4A*QO,
C4B*1, DRB1*0301, DRB3*0101, DQA1*0501 et DQB1*0201 (Caruso et al. 2000; Candore
et al. 2002), mais aussi les 4 SNPs suivants situés au niveau du CMH de classe Il (Eigure
7):

- le SNP LTA +252 A/G, sur le géne codant pour le LTa (Lymphotoxin a), membre de la
famille du TNF, produit par les lymphocytes et impliqué dans la réponse inflammatoire,

- le SNP TNF -308 G/A sur le gene codant pour le TNFa (Tumor necrosis factor),
cytokine libérée par les leucocytes impliquée dans I'inflammation,

- le SNP HSPA1B +1267 A/G codant pour 'HSPA1B (Heat shock protein A1B),
protéine participant au repliement des protéines

- le SNP AGER -429 T/C codant pour la protéine RAGE (Receptor for Advanced

Glycation Endproducts), récepteur de la superfamille des immunoglobulines.

T O ep21 D
/HSWO— Hom \

LTB

LST—l/ LTA - CMH Classe |

HSP70-1

CMH Classe || < AGER BATS \

C4A C4B HSP70-2  BAT3 TNF
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Figure 7 Localisation de I’haplotype ancestral AH8.1 au sein du complexe majeur_d’histocompatibilité

Les génes du CMH de classe Ill codent des protéines variées sans similitude structurelle ou
fonctionnelle avec les produits de classe | et Il, mais toutes ces protéines sont impliquées

dans le systeme immunitaire.

L’haplotype ancestral AH8.1 est le plus fréquent de la population caucasienne du fait de sa
fréquence élevée notamment dans le nord et I'ouest de I'Europe (Candore et al. 2003). Il a
été démontré que 88% des australiens d’origine caucasienne porteurs du HLA-B8 avaient
tous les autres alleles de I'AH8 .1 entre HLA-B et HLA-DR, néanmoins le degré de
conservation est inférieur chez les italiens (Degli-Esposti et al. 1992; D'Alfonso et al. 1994). ||
a été proposé que les genes de cet haplotype pourraient modifier la réponse immunitaire et
étre impliqués dans les réponses immunes et inflammatoires (Yung Yu et al. 2000; Milner
and Campbell 2001).

4.1. Heat Shock Protein70-2 (HSP70-2 ou HSPA1B)

4.1.1. Géne et protéine

Hsp70-2 appartient & la famille des Heat Shock Protein (HSP), dont font parties les Hsp100,
Hsp90, Hsp70, Hsp60 ou Hsp27 nommées selon leur poids moléculaire. Au sein des Hsp70,
on distingue Hsp70-1 (ou HspAlA ou HSP72), Hsp70-2 (ou HspAlB) et Hsp-hom (ou
HspAlL). Hsc (Heat schok cognate) 70 est un homologue de Hsp70, exprimé de facon
constitutive. Le géne codant pour Hsp70-2 est situé sur le chromosome 6p21, et code pour
une protéine dont la forme native est composée de 641 acides aminés, d'un poids
moléculaire de 70 kDa. Les HspAlA et HspA1B sont toutes deux composées d’un unique
exon et ont une grande homologie de séquence, ne différant qu’au niveau de 6 bases. A

proximité se situe le géne HspALlL, orienté en sens inverse des 2 précédents (Figure 8).

| HSPA1E | HSPATA |HSPA1L ]

|\ |

126TA=G =-178C-T =10BG=A 252A=G

Figure 8 Localisation des génes HSP sur le chromosome 6p21 (D’aprés (Kee et al. 2008))
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HspAlB est une protéine ubiquitaire, nucléaire et cytoplasmique. Les Hsp ont été
découvertes par hasard en 1962 par F. Ritosa lors de I'étude de glandes salivaires de
mouche Drosophila. Elles ont été identifiees comme des protéines hautement conservées,
dont I'expression est augmentée en cas d’élévation de la température. Tres rapidement il a
été montré que leur synthése est augmentée non seulement par la chaleur mais également
par le stress (Prohaszka and Fust 2004), les métaux lourds, les drogues cytostatiques, les
inhibiteurs de COX, l'acide acétylsalicylique, le stress oxydant ou les radiations. Les
protéines Hsp70 ont 2 domaines : un domaine N-terminal de 45 kDa qui contient un site
ATPase qui lie 'ATP et hydrolyse I'ADP. L'échange de I'ATP réalise des changements
conformationnels dans le second domaine. Le domaine C-terminal est divisé en un sous-
domaine B qui permet la fixation du substrat et une extrémité C-terminale hélicoidale qui agit

comme un « couvercle » pour le domaine de fixation du substrat.

4.1.2. Production, régulation

Le mécanisme de libération des Hsp dans le milieu extracellulaire n'a pas été clairement
élucidé, il pourrait au final y avoir 2 origines de Hsp extracellulaire : active et passive. Il est
évoqué que les Hsp soient libérées passivement par lyse cellulaire au cours de la nécrose
(Basu et al. 2000). De plus, plusieurs mécanismes de libération active ont été évoqués : a
partir d’'un exosome (vésicule d’export initialement dérivée de la membrane plasmatique, par
endocytose) (De Maio; Bausero et al. 2005), par l'intermédiaire de transporteurs de type
ATP-binding cassette (ABC) (Mambula and Calderwood 2006), ou encore par l'insertion de
la protéine dans des vésicules (Vega et al. 2008). Des études in vitro ont montré que I'lL-6
pourrait augmenter la production de HSP par l'intermédiaire d’'un signal de transduction ou
STAT-3 (Signal Transducer and Activator of Transcription) (Stephanou et al. 1998). De
méme, le TNF-a (Nakano et al. 1996) ou l'interféron-y (IFN-y), par l'intermédiaire de STAT-1
(Stephanou and Latchman 1999), peuvent activer HSP. Ces molécules pourraient avoir un
effet pro- ou anti-inflammatoire selon leur composition (O'Neill and Quah 2008; Chalmin et al.
2010).

L'activité chaperonne de ces molécules est contrdlée par le site de liaison a I'ATP, qui
entraine une modification de conformation de la protéine. Quand une protéine Hsp70 est liée
a I'ATP, le « couvercle » est ouvert et relache le peptide. Lorsque les protéines Hsp70 sont
liées a I'ADP, le couvercle est fermé, et les peptides sont étroitement liés au domaine de

fixation du substrat (Palleros et al. 1994).
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Les Hsp ont été identifiées dans la circulation d’individus sains (Pockley et al. 1998; Dhingra
et al. 2006) et leurs taux augmentent aprés un effort intense (Febbraio et al. 2002;
Fehrenbach et al. 2005).

4.1.3. Fonctions

En fonction de leur localisation intra- ou extra-cellulaire, les Hsp ont des fonctions
différentes : molécules chaperonnes ou molécules de I'immunité. En conditions normales, les
Hsp sont des molécules chaperonnes, qui se lient a des polypeptides hydrophobes, médiant
ainsi le repliement des protéines. Elles ont un réle protecteur en guidant la dégradation de
protéines mal repliées ou partiellement dénaturées et en permettant la stabilisation et la
protection de protéines nouvellement synthétisées. Selon que la conformation de la protéine
est bonne ou mauvaise, elle permettra ou non l'association de la Hsp ou sera dirigée vers le

protéasome pour étre dégradée.

Ainsi, en présence de la mutation CFTR F508del par exemple, il existe un défaut de
repliement de la protéine dans le réticulum endoplasmique. La protéine interagit alors avec
des protéines chaperonnes, dont Hsp70, et est ubiquitinée avant d'étre dégradée dans le

protéasome (Figure 9) (Kopito 1999). Ce mécanisme est dépendant de 'ATP.
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mal repliée@ - N
/ Protéasome 265

ribosome = ~ - .
Tte-s Protéine
T native

RNA

T

DNA

Figure 9 Rdle de molécule chaperonne des HSP

Les protéines Hsp sont impliquées dans la transduction du signal, la régulation du cycle
cellulaire, la différenciation et I'apoptose. L'apoptose est une mort cellulaire programmée,
activée par lintermédiaire des caspases, elles-mémes régulées par voie cellulaire

intrinséque ou extrinseque. Dans la voie intrinseque, il existe une libération par les
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mitochondries de facteurs pro-apoptotiques dans le cytosol permettant le recrutement de
caspases. Dans la voie extrinséque, le recrutement des caspases se fait par I'intermédiaire
de liaisons entre des ligands et des récepteurs de mort situés a la surface de la cellule
(récepteur au TNF ou récepteur Fas). Les Hsp70 ont un rdle antiapoptotique en agissant a
différents niveaux : inhibition des caspases-3, 8 ou 9, de JNK, et de Apaf-1 (Beere 2004;
Arya et al. 2007). Hsp70 inhibe la formation d’'un complexe apoptotique fonctionnel. Hsp70
peut également inhiber l'activation de NF-xB (Ran et al. 2004), en inhibant la phosphorylation
de IkBa induite par le TNF-a. Il aurait alors un réle proapoptotique qui permettrait d’établir
une balance entre pro- et anti-apoptose. Le phénomeéne qui fait que les HSPs puissent avoir
un réle anti- ou pro-inflammatoire selon les conditions a été décrit comme le «heat shock
paradoxe» (Chen et al. 2007). Par leur fonction antiapoptotique, les Hsp protégent les
cellules de la cytotoxicité induite par les monocytes, le TNF, le stress oxydatif ou la chaleur
(Jaattela et al. 1992; Jaattela and Wissing 1993; Van Molle et al. 2002). Il n'est pas étonnant
que ces protéines, impliquées dans le cycle cellulaire, le soient également dans des
processus pathologiques tels que [l'oncogenese, le Vvieilissement, les pathologies

neurodégénératives et dysimmunitaires.

Les Hsp ont un rdle important dans I'immunité : présentation des antigénes, activation des
lymphocytes, macrophages et cellules dendritiques (Li et al. 2002). Il a été suggéré que ces
molécules seraient un lien entre 'immunité innée et acquise (Srivastava 2002). Il a été
montré que les cellules nécrotiques et apoptotiques libérent des motifs moléculaires tels que
HMGB1, les Hsp ou les protéines S-100, qui favorisent les réponses immunitaires innées et
acquises (Srikrishna and Freeze 2009). Les Hsp, libérées dans le milieu extracellulaire, ont
un réle pro-inflammatoire en activant les monocytes, favorisant la libération de cytokines,
telles que I'lL-1B, I'lL-6 ou le TNF-a (Asea et al. 2000; Giacconi et al. 2005) et en activant le
complément (Prohaszka et al. 2002). Elles peuvent également activer des signaux de
transduction par l'intermédiaire des toll like receptor (TLR2 et TLR4) conduisant & I'activation
de NF-kB et des mitogen-activated protein (MAP) kinases (Asea et al. 2000; Asea et al.
2002).

La présence des Hsp70 dans le sérum est associée a des conditions de stress telles que
I'inflammation, les infections virales ou bactériennes ou le cancer.
4.1.4. HSP et pathologies pulmonaires

Les vésicules contenant Hsp ont pu étre purifiées notamment du liquide bronchoalvéolaire
(Admyre et al. 2003) et peuvent induire le recrutement de polynucléaires dans les poumons

apres une instillation nasale de macrophages infectés (Bhatnagar et al. 2007).
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Des taux plus faibles de Hsp70 ont été observés dans la bronchopneumopathie chronique
obstructive (BPCO) par rapport a des controles et sont corrélés au VEMS (Xie et al. 2010).
Ainsi, la diminution de Hsp pourrait augmenter la sensibilité au calcium et augmenter la

contractilité des muscles lisses.

Au contraire, dans I'asthme , les taux de Hsp, augmentés dans le plasma et dans les ECBC
sont associés au niveau d’obstruction des voies aériennes (Vignola et al. 1995; Changchun
et al. 2011). Les taux sont corrélés a ceux des neutrophiles dans le plasma et les voies

aériennes.

HspA1A est un marqueur de stress dans l'atteinte pulmonaire aigué (Ganter et al. 2006).
Dans un modele animal d’'atteinte pulmonaire aigué aux décours d’'une pancréatique aigué,
le traitement par sérum salé hypertonique diminuerait les Iésions du tissu pulmonaire et
modulerait I'expression de protéines impliquées dans I'inflammation (Moretti et al. 2009). Le
sérum salé hypertonique permettrait de maintenir une expression élevée de Hsp70 et de
réduire partiellement I'expression de MMP-9 et ainsi diminuer l'infiltration pulmonaire par les

neutrophiles.

Dans la mucoviscidose , comme nous l'avons vu précédemment, la mutation F508del
entraine une anomalie de repliement de la protéine CFTR, qui est retenue dans le réticulum
endoplasmique et rapidement dégradée. Comme d’autres protéines, le repliement de CFTR
est dépendant de molécules chaperonnes telles que les Hsp70 (Meacham et al. 2001). Les
sites d’interaction entre HSP70 et CFTR se situent principalement au niveau de la région
NBD1 (Meacham et al. 1999) et la mutation F508del augmente l'affinité pour les protéines
Hsp70 (Scott-Ward and Amaral 2009).

4.1.5. Polymorphismes du HSP

Un polymorphisme consistant en une modification d’'une adénine en une guanine au niveau
du nucléotide +1267 de la protéine Hsp70-2 (ou HspAlB +1267A/G), résulte en une
modification silencieuse de la région codante. D’aprés Hapmap, la fréquence de la répartition
des 3 génotypes dans la population caucasienne est de 10,5% pour le génotype GG, 36,8%
pour AG et 52,6% pour AA. La présence de l'allele G a été décrite comme un facteur de
risque dans de nombreuses pathologies, telles que la pancréatite, la maladie de Crohn, des
pathologies vasculaires (Balog et al. 2005; Giacconi et al. 2005; Klausz et al. 2005; Giacconi
et al. 2006) et des cancers (Shibata et al. 2009; Sfar et al. 2010). Il a également été associé
a une sensibilité différentielle a certains médicaments (Martin et al. 2004). Enfin, l'allele

mineur a été impliqgué dans une plus longue longévité (Singh et al. 2010).
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L’allele mineur +1267G a été associé a un taux accru de production de la protéine HSP chez
des patients ayant une insuffisance cardiaque sévere (Giacconi et al. 2005; Gombos et al.
2008). Une étude chez des patients ayant présenté une pneumonie communautaire a
montré que la présence du polymorphisme +1267A était associée a un risque plus élevé de

développer un choc septique (Waterer et al. 2003).

D’un point de vue fonctionnel, I'impact de ce polymorphisme sur les taux d’ARN messager
reste controversé (Pociot et al. 1993; Schroeder et al. 2000; Temple et al. 2004; Giacconi et
al. 2005; Kee et al. 2008). Le polymorphisme HspA1B +1267A/G n'a pas pu étre associé au
taux d’ARNm d’HspA1B (Temple et al. 2004).

4.2. Tumor Necrosis Factor o (TNFa)

4.2.1. Géne et protéine

Le TNF-a appartient a la superfamille du TNF, qui comprend au moins 20 molécules de
nature peptidique, dont les plus connues sont la lymphotoxine a (LTA), le TNF-q, le Fas
ligand (FasL), le receptor-activator of NF-kB ligand (RANKL), le TNF-related-apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) et le CD40 ligand (CD40L).

Le géne codant pour le TNF-a est situé sur le chromosome 6p21 chez 'homme, et code pour
une protéine dont la forme native est composée de 233 acides aminés, d'un poids

moléculaire de 26 kDa.

4.2.2. Production, régulation

Cette glycoprotéine est principalement obtenue par clivage d’'un précurseur se trouvant a la
surface des monocytes et des macrophages tissulaires. Elle est également produite par de
nombreux autres types cellulaires du systeme immunitaire (lymphocytes B et T, cellules NK,
cellules dendritiques, polynucléaires basophiles, éosinophiles et neutrophiles, mastocytes),
mais aussi par les fibroblastes, kératinocytes, cellules musculaires lisses, neurones,
astrocytes, cellules gliales ou des cellules tumorales. La forme nouvellement synthétisée est
exprimée a la surface de la membrane cellulaire, puis clivée au niveau d'un domaine
extracellulaire par des métalloprotéases, dont la TNF-a-converting enzyme (TACE). La forme
membranaire du TNF-a est biologiquement active, responsable d'effets cytotoxiques ou
inflammatoires a la suite de contacts intercellulaires. Le clivage par TACE libére un
polypeptide secondairement oligomérisé pour former un homotrimére qui constitue la forme
sécrétée. On dénombre donc deux formes de TNF-a: une soluble et une liée a la
membrane, toutes deux actives mais avec des affinités différentes pour les récepteurs au
TNF (TNF receptor superfamily (TNFR)-I et TNFR-II) (Vandenabeele et al. 1995).
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La synthése du TNF-a est régulée de maniére stricte, de telle sorte que I'expression du gene
du TNF est trés faible en absence de stimulation. Par contre, le TNF-a est produit en grande
quantité et précocement par des macrophages activés. Sa libération est stimulée par
plusieurs autres médiateurs, comme I'lL-1 mais aussi I'lL-6, I'lL-12 ou I'lFN-y. En effet, on
estime que la quantité de transcrits augmente rapidement dans les 15 a 30 minutes qui
suivent la stimulation, sans qu’une synthese protéique de novo ne soit nécessaire. Il existe
également une régulation post-transcriptionnelle du TNF-a, qui réside en partie dans la
présence, dans la région 3' de 'ARNmM, de séquences répétées adénosine-uridine (AU), qui
rendent le messager instable et empéchent ainsi sa traduction, celui-ci étant rapidement
dégradé par les RNAses cytoplasmiques. Sa production est inhibée par le TGF-§3, I'lL6,

I'IL10, les corticoides, la cyclosporine A et la prostaglandine E2.

Les récepteurs sont présents sur tous les types cellulaires, I'expression du TNF-RI est
constitutive, alors que celle du TNF-RII est inductible (Vandenabeele et al. 1995). Le TNF-a
membranaire se lie préférentiellement au récepteur TNF-RI, alors que la forme soluble a plus
d’'affinité pour le TNF-RII. La fixation aux différents récepteurs conduit a I'activation de
différentes voies de signalisation intracellulaire, conduisant a l'activation de réponses
inflammatoires aigués ou chroniques, a la différenciation, la prolifération cellulaire ou
'apoptose (Barnes and Karin 1997; Karin et al. 1997). La partie extracellulaire de ces deux
récepteurs peut étre clivée en récepteurs solubles qui se comportent comme des inhibiteurs
naturels (Beutler and Cerami 1989). Dans les états inflammatoires aigus et chroniques, il
existe une augmentation importante des taux sériques des 2 types de récepteurs, qui sont
ensuite éliminés dans les urines. Le TNF-a se lie rapidement avec une forte affinité aux 2
récepteurs, mais la dissociation est rapide pour TNF-RII, alors que la liaison au TNF-RI
semble quasiment irréversible. Le domaine intracellulaire du TNF-RI comporte des
homologies avec le domaine intracellulaire de Fas. Cette séquence joue un rble central dans
I'induction du signal apoptotique par le TNF-a, en permettant le recrutement de molécules

adaptatrices.

4.2.3. Fonctions

Le TNF-a a été décrit en 1975 par Carswell et al. sous la forme d'un facteur libéré par les
cellules de I'hdte, induisant une nécrose tumorale in vivo et capable d’'effets pro-apoptotiques
sur des cellules tumorales mais aussi sur des cellules saines (lymphocytes T, cellules
épithéliales) (Carswell et al. 1975). L’exposition au TNF-a entraine I'activation de la cascade
des caspases responsable de I'apoptose (Chang and Yang 2000). Il module la prolifération

et la différenciation de nombreux types cellulaires. Il peut induire une cachexie en stimulant
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la lipolyse adipocytaire, la lipogenése hépatique et en supprimant la sensation de faim au

niveau de I'’hypothalamus.

La liaison du TNF-a a son récepteur peut simultanément initier différentes voies qui
favorisent ou inhibent I'apoptose, ce qui suppose I'existence de mécanismes intracellulaires
qui orientent la réponse dans un sens plutbét qu'un autre. La sélection de la réponse
dominante (pro- ou anti-apoptotique) semble dépendre avant tout des concentrations

relatives des intermédiaires intracellulaires (Vandenabeele et al. 1995).

Le TNF-a est un inducteur de la réponse inflammatoire en phase aigué et un élément
essentiel de la régulation de limmunité innée. Il attire efficacement les polynucléaires
neutrophiles pour leur permettre de sortir de I'endothélium par diapédése. Le TNF-a, par son
action sur les neutrophiles, participe a I'inflammation dans la mucoviscidose caractérisée par
I'exces de polynucléaires neutrophiles. Il induit la synthése d'un certain nombre de facteurs
chimiotactiques permettant le ciblage tissulaire d'effecteurs cellulaires. Dans les voies
aériennes, le TNF-a induit la libération de cytokines IL6 et IL8 et augmente la production de

mucus. Il s’agit d’'un facteur proangiogénique et procoagulant in vivo.

4.2.4. TNF et pathologies pulmonaires

Au niveau pulmonaire, le TNF-a active les molécules d'adhésion conduisant a la migration

des éosinophiles et des neutrophiles dans les voies aériennes.

Ainsi, il joue un role majeur dans l'initiation et 'amplification de l'inflammation bronchique
dans I'asthme . Il est stocké dans les mastocytes et rapidement libéré lors de la réaction IgE-
dépendante. Il conduit a I'activation de facteurs de transcription tels que NF-kB ou Activator
Protein (AP)-1 (Kips et al. 1993). Des taux augmentés de TNF-a ont été observés dans des
ECBC et des LBA de patients asthmatiques (Gosset et al. 1991; Bradding et al. 1994). Les
patients avec un asthme réfractaire ont une sur-régulation de I'axe TNF-a (Howarth et al.
2005; Berry et al. 2006).

Le TNF-a semble également jouer un role clé dans la BPCO, ou il a été associé dans des
modeles animaux a des caractéristiques pathologiques telles que l'infiltration pulmonaire par
des cellules inflammatoires, la fibrose pulmonaire ou I'emphyseme (Matera et al. 2010). In
vivo, des taux élevés de TNF-a ont été retrouvés dans le sang, des biopsies bronchiques,
des ECBC ou des LBA par rapport a des contréles (Matera et al. 2010), bien que des

résultats contradictoires aient été obtenus (Moermans et al. 2011).
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Il existe également une augmentation de la sécrétion de TNF-a par les macrophages
alvéolaires des malades atteints de sarcoidose résistante aux corticoides (Ziegenhagen et
al. 2002).

Dans la mucoviscidose , des taux €leves de TNF-a ont été retrouvés dans les voies
respiratoires (expectorations, LBA) des patients (Bonfield et al. 1995). De plus, la fonction
pulmonaire est négativement corrélée aux concentrations de TNF-a dans les ECBC de
patients atteints de mucoviscidose (Greally et al. 1993; Colombo et al. 2005). Les taux de
TNF-a diminuent en cours de traitement d’'une exacerbation et sont corrélés a la C-reactive
protéine (CRP), marqueur de linflammation (Colombo et al. 2011). Le TNF-a pourrait
également avoir un réle dans la réparation tissulaire. Deux effets paradoxaux ont été
démontrés, d’'un cété une diminution de la croissance cellulaire, d’'un autre une augmentation
de la migration de cellules bronchiques augmentant ainsi la vitesse de cicatrisation (Maille et
al. 2011).

4.2.5. Polymorphismes du TNF-a

Plusieurs polymorphismes ont été décrits pour ce géne, dont 3 dans la région du promoteur
(-851C/T, -308G/A, -238G/A), et un localisé dans le premier intron +691G ins/del
(insertion/délétion). Le SNP situé en position —308 dans la région promotrice du TNF-a
affecte une séquence consensus pour le site de fixation du facteur transcriptionnel AP-1.
D’aprés Hapmap, la fréquence de la répartition des 3 génotypes du polymorphisme TNF-
308G/A dans la population caucasienne est de 67,2% pour le génotype GG, 31% pour AG et
1,8% pour AA. Les polymorphismes en position -238, -308 et -857 du gene du TNF-a
pourraient influencer le taux de production du TNF (Stuber et al. 1996; Kroeger et al. 1997,
Kaluza et al. 2000). Une revue récente s’est intéressée aux études fonctionnelles réalisées
sur les polymorphismes du promoteur du TNF et plus particulierement du TNF -308G/A chez
des sujets sains (Mekinian et al. 2011). D’aprés leur étude, aucune association n'a été
trouvée entre ce polymorphisme et les taux d’ARNm ou de protéine. Dans leur méta-analyse,
ils ont trouvé 45 études parmi lesquelles 21 remplissaient les criteres d'inclusion. Comme le
génotype -308AA est rare, les génotypes porteurs de 'alléle mineur A (AA ou AG, également
appelé TNF-2) ont été regroupés. Aucune différence n'a été retrouvée entre les taux
protéiques des 2 groupes, ni entre les taux circulants de TNF-a. Le nombre d’'études était
insuffisant pour évaluer 'TARNmM. Dans des conditions pathologiques, les résultats sont

discordants.

Ces polymorphismes ont fait I'objet de plusieurs études dans l'asthme et la BPCO
(Stankovic et al. 2009; Tsai et al. 2011; Zhang et al. 2011). Chez des sujets adultes, il a été
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rapporté une fréquence accrue de l'alléle -308A chez les patients développant un tableau de
BPCO (Huang et al. 1997; Wilson et al. 1997). Par contre, le polymorphisme du TNF -
308G/A n'a pas été associé au déclin de la fonction respiratoire dans la BPCO (Sandford et
al. 2001).

Dans la mucoviscidose , la majorité des travaux a porté sur le polymorphisme TNF -308A/G.
Une association négative a été rapportée entre I'allele TNF-308A et le statut clinique (Hull
and Thomson 1998). Ultérieurement, aucune équipe n’'a retrouvé d’association entre ce
polymorphisme TNF-308 et les taux plasmatiques de TNF-a ou la fonction pulmonaire
(Arkwright et al. 2003; Drumm et al. 2005; Schmitt-Grohe et al. 2006; Corvol et al. 2008).
Yarden et al. ont étudié 4 polymorphismes du TNF dans une population de 180 enfants
atteints de mucoviscidose F508del homozygotes (Yarden et al. 2005). Ils n'observent pas
d’association entre les génotypes TNF-308 G/A ou -238 G/A et avec la fonction respiratoire
ou I'age de la premiere infection a P. aeruginosa. Cependant, les patients hétérozygotes
pour le locus TNF+691G ins/del ont tendance a avoir une meilleure fonction pulmonaire et un
age plus tardif de premiéere infection a P. aeruginosa que les patients homozygotes pour
TNF+691Gins. lls rapportent également une plus grande proportion de patients homozygotes
pour le locus TNF-851C dans le groupe de patients ayant un VEMS inférieur a 70% des

valeurs attendues.

Buranawuti et al. retrouvent une fréquence accrue du polymorphisme TNF -238G/A chez des
adultes par rapport a des enfants atteints par la mucoviscidose (Buranawuti et al. 2007). De
plus, le génotype TNF -238G/A est absent chez des patients décédés de la mucoviscidose
par rapport a des adultes porteurs de la méme pathologie. Ainsi, I'allele TNF-238A pourrait

améliorer la survie en modifiant la sévérité de la maladie (Stanke et al. 2006).
4.3. Lymphotoxine alpha (LTA)

4.3.1. Géne et protéine

La lymphotoxine A, ou TNF-B, et la lymphotoxine B (LTB) appartiennent a la superfamille du
TNF. Le gene codant pour la lymphotoxine A, situé sur le chromosome 6p21, a proximité de
celui du TNF-a, est composé de 4 exons et 3 introns. Il code pour une protéine dont la forme

native est composée de 205 acides aminés, d’'un poids moléculaire de 65 kDa.

4.3.2. Production, régulation

La protéine LTA est produite par les lymphocytes T activés, les fibroblastes, les cellules
endothéliales et épithéliales. Les activités biologiques du LTA sont identiques a celles du

TNF-a, ce qui explique que leurs fonctions soient comparables. La lymphotoxine alpha (LTa)
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existe sous forme d'un homotrimere (LTa3) ou d'un hétérotrimere transmembranaire
(LTa2B1 ou Lymphotoxine B). La lymphotoxine A produite sous forme d’un homotrimére, qui
caractérise tous les membres de la famille du TNF, joue un rdle crucial dans le

développement et I'architecture des organes lymphoides (Janeway C 1999).

Les deux récepteurs sont capables de fixer le TNF-a et la lymphotoxine A, mais chaque

liaison ligand-récepteur a un role différent, limitant les redondances au niveau immunitaire.

4.3.3. Fonctions

La lymphotoxine A est une cytokine pro-inflammatoire et pro-apoptotique, qui joue un role
dans la réponse immunitaire en activant et en recrutant des cellules effectrices sur le site de
linflammation, facilitant 'adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales. Elle a été
impliqguée dans la destruction tissulaire au cours de multiples pathologies auto-immunes

telles que l'arthrite rhumatoide ou la sclérose multiple (Selmaj et al. 1991; Grom et al. 1996).

Les lymphotoxines A et B sont des cytokines importantes impliquées dans le développement
des organes lymphoides (Demoor et al. 2009). La lymphangiogenése survient sur les sites
de l'inflammation, notamment au cours de transplantation ou d'infection pulmonaire (Baluk et
al. 2005; Maruyama et al. 2005). Lors de situation d’inflammation chronique comme les
pathologies auto-immunes ou les infections, il se produit une accumulation de cellules
lymphoides qui ressemble a des ganglions lymphatiques. Ce phénoméne nécessite

l'intervention de lymphotoxine (Drayton et al. 2006).

Des souris déficientes en LT-alpha (LTA -/-) ont un phénotype caractérisé par un défaut de
développement des organes lymphoides secondaires. Les souris LTA -/- n'ont pas de
ganglions lymphatiques et ont des anomalies structurales de la rate. Cette absence de
ganglions lymphatiques entraine une accumulation de lymphocytes dans les régions péri-

vasculaires du poumon et du foie (Banks et al. 1995).
4.3.4. LTA et pathologies pulmonaires

En cas d’inflammation, la LTA intervient sur le flux dans les canaux lymphatiques et la

lymphangiogenése (Mounzer et al. 2010).

4.3.5. Polymorphismes du LTA

Le polymorphisme LTA+252A/G se situe au niveau du nucléotide 1064 sur un site de
restriction Ncol dans le premier intron. D’aprés Hapmap, la fréquence de la répartition des 3
génotypes dans la population caucasienne est de 8,3% pour le génotype GG, 55% pour AG
et 36,7% pour AA.
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Ce polymorphisme a été impliqué dans la modulation d’expression de génes et associé a
des taux de production de TNF-a plus élevés (Messer et al. 1991; Pociot et al. 1991; Stuber
et al. 1996; Wilson et al. 1997; Ozaki et al. 2002). Il a été associé a une sécrétion accrue de

TNF-a au cours du sepsis et in vitro en réponse au LPS (Holmes et al. 2003).

Il a également été rapporté comme un gene modificateur de susceptibilité dans I'asthme ou
l'infarctus du myocarde (Moffatt and Cookson 1997; Ozaki et al. 2002). Aucune association
n'a pu étre retrouvée entre ce polymorphisme et la réponse aux bronchodilatateurs ou la
rapidité d’évolution de I'obstruction chez des patients atteints d'une BPCO (Sandford et al.
2001; Tanaka et al. 2007).

Dans la mucoviscidose , le polymorphisme +869T/C a été associé a un déclin accru de la
fonction pulmonaire. Les patients hétérozygotes CT avait un déclin moins important du
VEMS et de la capacité vitale forcée, un autre parameétre mesuré aux EFR (Corvol et al.
2008).

4.4. Receptor for advanced glycation endproducts (RAGE)

4.4.1. Géne et protéine

Le gene nommé AGER est situé sur le chromosome 6p21, et code la protéine RAGE dont la
forme native est composée de 404 acides aminés, d’'un poids moléculaire de 35 kDa dans sa
forme soluble (Neeper et al. 1992). Il s'agit d'un récepteur transmembranaire de la super
famille des immunoglobulines (Neeper et al. 1992). Il comprend 11 exons entrecoupés de 10

introns.

4.4.2. Production, régulation

Il a été initialement découvert grace a sa capacité a reconnaitre des produits glycosylés :
AGEs (Advanced glycation end products). Ces derniers sont les produits formés par la
glycosylation non-enzymatique et ['oxydation de protéines, de lipides et autres
macromolécules, dans des conditions particulieres d'excés de sucres réducteurs et/ou de
stress oxydatif (Schlueter et al. 2003). La forme membranaire (MRAGE ou full-length fl-
RAGE) est exprimée au niveau de plusieurs types cellulaires et plus particulierement dans
les pneumocytes de type | matures (Shirasawa et al. 2004), mais également au niveau des
monocytes, macrophages, cellules musculaires lisses, cellules mésangiales, cellules
nerveuses et fibroblastes. Les cellules épithéliales alvéolaires (ou pneumocytes) ont
plusieurs fonctions importantes : maintien de la barriere étanche, régulation de la production

de surfactant, élimination de I'excés de liquide alvéolaire par transport ionique, régulation de
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I'inflammation locale et la coagulation (Matthay et al. 2005). Les pneumocytes de type |

recouvrent 95% de la surface de I'épithélium alvéolaire.

Le récepteur membranaire fl-RAGE comporte 5 domaines (Figure 10): le domaine
cytosoligue, situé en C-terminal, qui est responsable de la transduction du signal, le domaine
transmembranaire qui permet l'ancrage a la membrane, et une partie extracellulaire
contenant le domaine V (ou variable) qui lie les ligands de RAGE et 2 domaines C (ou

constant).

Ligand RAGE

‘ ESRAGE

Epissage alternatif

sRAGE
clivage

e S s S sty sttt

NFkB
MAPK
NADPH oxydase (production ROS)

Figure 10 Représentation schématique du récepteur RAGE (D’apreés (Vazzana et al. 2009))

Le domaine V, situé en N-terminal, contient 2 sites de N-glycosylation et est responsable de
la majorité des liaisons avec les ligands (Srikrishna et al. 2002). Ces 3 domaines (V, C1, C2)
interagissent et se lient aux ligands de RAGE, que sont: les AGE (Advanced Glycation
Endproducts) (Neeper et al. 1992), HMGB1( High Mobility Group Box 1) (Hori et al. 1995),
les calgranulines ( ou S100) (Hofmann et al. 1999) et les amyloide beta peptide ou beta
fibrille (Yan et al. 1996). L'augmentation de I'expression de RAGE a la surface cellulaire est

reliée a une accumulation de ses ligands (Bopp et al. 2008).

La région extracellulaire peut étre présente sous forme soluble dans différents organes et
dans le plasma: formes s-RAGE (Soluble RAGE) ou es-RAGE (Endogenous secretory-
RAGE). Ces 2 formes ont un réle de récepteur leurre, qui antagonisent fl-RAGE en se liant
aux ligands sans gu'il n’y ait de transduction du signal étant donné qu'’il n’y a pas de domaine

intracellulaire (Raucci et al. 2008).
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La forme es-RAGE est produite par épissage alternatif de 'ARN au niveau de I'exon 9 et
contient une extrémité C-terminal différente (Yonekura et al. 2003). Alors que fl-RAGE est
prédominant dans le poumon et les cellules musculaires lisses de l'aorte ; esRAGE est

prédominant dans les cellules endothéliales.

Le domaine extracellulaire peut étre sécrété sous la forme soluble s-RAGE aprés clivage par
des métalloprotéases (MMP). Cette forme comprend donc les domaines V et C mais ne
posséde ni les domaines transmembranaires ni intracellulaires. En conséquence, s-RAGE se
retrouve dans le milieu extracellulaire. Les métalloprotéases susceptibles de cliver RAGE
sont les MMP-3, MMP-9, MMP-13 et, ADAM10 (Disintegrin and metalloproteinase domain-
containing protein 10) (Raucci et al. 2008; Zhang et al. 2008; Yamakawa et al. 2011). Les
MMP-3 et MMP-13 colocalisent avec le récepteur RAGE dans des cellules épithéliales
alvéolaires en culture et les taux de RAGE sont corrélés a ceux des MMP-3 et MMP-13
(Yamakawa et al. 2011). Jackson et al ont démontré un profil spécifique des MMPs-8, -9, -11
et -12 en période d’exacerbation dans la mucoviscidose (Jackson et al. 2010). Notamment
I'activité de la MMP-9 est augmentée dans ces conditions (Gaggar et al. 2007). Il a été
démontré que la collagénase MMP-8 est augmentée dans le LBA de patients atteints de
mucoviscidose (Ratjen et al. 2002). De méme, les activités de la MMP-9 et de I'élastase
HNE (human neutrophil elastase) sont également augmentées et les TIMPs sont diminués
dans la mucoviscidose en dehors d’exacerbation (Ratjen et al. 2002; Hilliard et al. 2007;
Jackson et al. 2010) et sont corrélés a la fonction pulmonaire. Ces données suggérent une
dérégulation de la voie protéolytique dans la mucoviscidose, susceptible de déréguler la
sécrétion de sRAGE. Les taux sériques de MMP-8 et MMP-9 sont également augmentés
dans la mucoviscidose, faisant de ces protéines de bons marqueurs d’exacerbation
(Roderfeld et al. 2009).

4.4.3. Fonctions

RAGE joue un rble pro-inflammatoire, aprés activation de voies de signalisation intra-
cellulaire telles que les MAP kinases ou NF-kB (Figure 11). L’activation de ces voies de
signalisation varie en fonction des ligands de RAGE (Taguchi et al. 2000; Reddy et al. 2006;
Leclerc et al. 2007). Il ne semble pas exister un schéma d’activation exclusif a un type
cellulaire. La voie activée serait plutot fonction du caractére aigué ou chronique du signal
(Ramasamy et al. 2009). RAGE active la synthése de novo de NF-kB-p65, permettant ainsi
de maintenir une quantité constante de ce facteur de transcription pro-inflammatoire
(Bierhaus et al. 2001).
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Figure 11 Voies de signalisation de RAGE (D’aprés (Vazzana et al. 2009))

De facon physiologique, RAGE joue un rdle dans I'expansion et la croissance cellulaire (Brett
et al. 1993), le vieillissement (Oimomi et al. 1986). La présence de RAGE a un niveau basal
élevé dans le poumon sain suggére qu'il a un réle important dans I’homéostasie pulmonaire,
qui reste mal connu. Il a été suggéré chez le rat que 'augmentation progressive des taux de
RAGE, observée des la vie foetale, pourrait correspondre a l'alvéolarisation et a I'expansion
des pneumocytes | (Lizotte et al. 2007). RAGE favorise I'adhérence des cellules épithéliales
au collagéne et induit la croissance cellulaire (Demling et al. 2006). RAGE peut ainsi
permettre aux pneumocytes | de croitre et d’acquérir leur morphologie, pour assurer ensuite
les échanges gazeux et la stabilité des alvéoles (Demling et al. 2006). En dehors de toute
pathologie, les taux de RAGE chez des nourrissons de moins de 8 mois sont plus élevés que
ceux de leur mére (Boor et al. 2010). Chez les souris, celles qui n’expriment pas RAGE au
niveau pulmonaire, présentent un phénotype fibrotique a I'dge adulte (Kasper M 2003). A
long terme, I'absence de RAGE peut causer une perte de 'homéostasie alvéolaire (Bartling

et al. 2005) et entrainer un remodelage de I'épithélium alvéolaire.

4.4.4. RAGE et pathologies pulmonaires

Plusieurs études ont démontré que RAGE était impliquée dans différentes pathologies
inflammatoires telles que :

- Des pathologies neurologiques, notamment la maladie d’Alzheimer
- Des pathologies cardio-vasculaires

- Des pathologies métaboliques, notamment le diabéte
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- Des pathologies pulmonaires
- Des cancers

Concernant les formes solubles de RAGE, elles semblent pouvoir avoir un rdle pro-
inflammatoire ou au contraire anti-inflammatoire de récepteur antagoniste en fonction des
situations. Ainsi, le taux de RAGE soluble dans le sérum est significativement abaissé chez
des patients non-diabétiques ayant une pathologie coronarienne par rapport a ceux n’en
ayant pas (Hofmann et al. 1999). Au contraire, une étude a montré que des taux de SRAGE
augmentés et de es-RAGE diminués sont associés a une défaillance cardiaque tant chez les
diabétiques que chez les non diabétiques (Wang et al. 2011). De méme, SRAGE est plus
élevé chez des patients présentant un choc septique par rapport a des volontaires sains et

les taux les plus élevés sont prédictifs du risque de déces (Bopp et al. 2008).

Deux études du génome entier ont montré que le locus du gene AGER agit comme un
déterminant important de la fonction pulmonaire en dehors de toutes pathologies (Hancock
et al. 2010; Repapi et al. 2010). RAGE est utilisé en tant que marqueur sélectif des cellules
alvéolaires de type | (ou pneumocytes I) pour étudier les Iésions ou réparations pulmonaires
(McElroy and Kasper 2004; Shirasawa et al. 2004). Ainsi, il a été démontré son intérét en
tant que marqueur de gravité dans le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA)
(Calfee et al. 2008; Mauri et al. 2010; Nakamura et al. 2011). Les taux de RAGE
plasmatiques chez des patients présentant un SDRA sont significativement supérieurs a
ceux retrouvés chez des témoins (Uchida et al. 2006). Des taux élevés de RAGE étaient
associés a un taux de mortalité plus élevé et une plus longue période de ventilation
mécanique et de défaillance multiviscérale (Calfee et al. 2008).

Le taux plasmatique est également corrélé au risque a court terme de rejet de greffon apres
une greffe pulmonaire . Ainsi, des taux élevés peu de temps apres la reperfusion d’'un
greffon sont associés a un mauvais devenir a court terme (Calfee et al. 2007). De méme,
des taux plasmatiques de SRAGE élevés, sont associés a un plus grand risque de
dysfonction du greffon mais également a plus de besoin transfusionnel et plus de recours a
la circulation extracorporelle dans les suites a court terme d’une transplantation pulmonaire
(Christie et al. 2009). Une augmentation des taux de RAGE a également pu étre observée
dans le LBA et dans des biopsies transbronchiques réalisées aprés transplantation chez des
patients présentant une dysfonction du transplant (Pelaez et al. 2010).

RAGE semble jouer un rdle important dans la fibrose pulmonaire (Hanford et al. 2003;
Queisser et al. 2008). Dans des modeles animaux, les taux de RAGE membranaire et
SRAGE sont tous les 2 abaissés aprés un traitement par la bléomycine ou une asbestose

(Hanford et al. 2003; Englert et al. 2008). Ces résultats ont été retrouvés chez 'homme, ou
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les taux de RAGE dans des biopsies pulmonaires ou des LBA de patients atteints de fibrose
pulmonaire idiopathique sont abaissées par rapport a des témoins (Englert et al. 2008;
Queisser et al. 2008). RAGE est également retrouvé abaissé dans les cancers pulmonaires
(Schraml et al. 1997; Bartling et al. 2005).

Dans les BPCO, les études retrouvent une diminution des taux de SRAGE et ce d’autant plus
dans les formes séveéres, sans modification des taux de esRAGE (Ohlmeier et al. 2010). lIs
émettent I'hypothése que RAGE serait un marqueur de dommage tissulaire mais pas
d’emphyseme. Des taux de sRAGE abaissés ont été corrélés a un degré plus important
d’obstruction pulmonaire (évalué par le VEMS) (Smith et al. 2011). De méme, Miniati et al.
retrouvent des taux de sSRAGE abaissés chez des patients atteints d’'une BPCO par rapport a
des sujets sans obstruction bronchigque (Miniati et al. 2011), mais ils y trouvent également
une association avec 'emphyseme contrairement a Ohlmeier et al.

Dans I'asthme , les taux de esRAGE ont été étudiés dans les ECBC et sont augmentés par
rapport aux contrdles, suggérant la présence d'un phénomene de régulation pour limiter
I'activation de RAGE (Watanabe et al. 2010).

Dans la mucoviscidose , il a été montré que I'expression de RAGE était augmentée dans
les neutrophiles des voies aériennes de patients atteints de mucoviscidose par rapport aux
taux sanguins (Makam et al. 2009). De plus, la forme soluble SRAGE n’était pas détectable

dans les liquides pulmonaires, alors qu’elle est présente en grande quantité dans le plasma.

4.4.5. Polymorphismes de AGER

Des polymorphismes de AGER situés au niveau du promoteur et dans des exons ont été
étudiés du fait de leurs répercussions éventuelles sur I'expression et la fonctionnalité de la
protéine. Le polymorphisme AGER-429T/C (rs1800625) a fait I'objet de plusieurs études, sa
frégquence de répartition dans la population caucasienne est de 71,7% pour le génotype TT,
25,7% pour CT et 2,7% pour CC. Des études se sont attachées a rechercher une relation
entre ces polymorphismes et les taux sériques de RAGE. Les résultats sont discordants : il a
été montré une association entre les variants AGER-429T/C et les taux sériques de esRAGE
et SRAGE (Kalousova et al. 2007; Peng et al. 2009). Mais I'étude de Gaens et al. ont analysé
8 autres polymorphismes de AGER et n'ont trouvé aucune association entre les taux
sériqgues de sRAGE et les SNPs suivants : rs204995, rs1800624, rs1800625, rs1035798,
rs184003, rs3134943, rs9469089, rs3134945 (Gaens et al. 2009). Le variant G82S
(Gly82Ser, rs2070600) est localisé au niveau de la région codante pour le domaine V. Chez
le nourrisson, il a été montré que les individus porteur d’au moins un alléle T pour le variant
G82S ont des taux diminués de sRAGE par rapport aux CC, cette différence persiste a I'age

adulte (Gaens et al. 2009; Boor et al. 2010). Une étude de GWAS dans une large population
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d’individus sains a montré que ce méme G82S était corrélé a la fonction pulmonaire
(Hancock et al. 2010; Repapi et al. 2010). Le polymorphisme -374T/C (rs1800624), situé
dans le promoteur pourrait exercer une influence sur la transcription du géne AGER (Hudson
et al. 2001). De plus, des études de fonctionnalité avec le polymorphisme -429T/C,
rapportent une augmentation de l'activité du promoteur en présence de l'alléle mineur C
(Hudson et al. 2001).

Au total, les localisations, fonctions et implications dans la mucoviscidose des 4 génes
peuvent étre résumées ainsi (Figure 12):
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Figure 12 Récapitulatif des 4 génes étudiés composant I’haplotype AHS8.1

4.5. Implications cliniques de I’haplotype AH8.1

Cet haplotype AH8.1 est associé a un grand nombre de désordres du systeme immunitaire,
y compris chez des sujets sains en altérant la balance des cytokines. Il jouerait un réle dans
un grand nombre de pathologies auto- immunes (Candore et al. 2007).
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Les mécanismes mis en jeu en présence de cet haplotype AH8.1 ont fait I'objet d’études et

des perturbations du systeme immunitaire ont été rapportées.

Parmi les individus porteurs de I'haplotype, 70% ont un allele C4 nul, c’est-a-dire qu'ils n'ont
pas de protéine C4 fonctionnelle (Candore et al. 2003). La protéine C4 est une protéine
impliquée dans la voie classique du complément et est importante pour la clairance des
complexes immuns. Ces perturbations pourraient favoriser la production d’auto-anticorps

(Price et al. 1999; Candore et al. 2003) et la survenue de pathologies auto-immunes.

Cet haplotype est également associé a des anomalies du profil biologique des
immunoglobulines (Ig). Les immunoglobulines G neutralisent les toxines et les microbes,
contribuent a I'opsonnisation et activent la cascade du complément par la voie classique. Le
taux d’immunoglobuline de classe G et de sous-classe 2 (IgG2) est significativement plus
bas chez les individus porteurs de I'haplotype AH8.1, aucune différence n’a été retrouvée pour
les autres classes IgA, E et M ; ni pour les autres sous-classes 1gG1, 3 et 4 dans le sérum
(Candore et al. 2007). Les 1gG2 sont indispensables pour lutter contre les germes

encapsulés, tels que I'Haemophilus Influenzae B ou le pneumocoque.

Chez des sujets sains, cet haplotype a également été associé a une diminution de la
réponse humorale de type 1 (Caruso et al. 1996; Caruso et al. 2000; Candore et al. 2002).
La réponse humorale de type 1 est médiée par les cytokines de type 1 : interféron-y (IFN-y),
IL-2, IL-12, TNF-a et la réponse humorale de type 2 est médiée par les cytokines : IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 (Eigure 13). Plus précisément, la capacité des lymphocytes a produire IL-2,
IL-5, IL-12 et IFN-y serait altérée chez des sujets sains porteurs de I'haplotype AH8.1 apres
stimulation. Aucune différence n’est observée pour la production des cytokines IL-4, IL-6, IL-

10 et IL-13 ; alors que la production de TNF-a serait augmentée (Candore et al. 2002).
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Figure 13 Différenciation des lymphocytes ThO en cellules Thl et Th2 et régulation

L’équipe de Candore conclut & un déséquilibre de la balance avec une diminution de la
réponse Thl et au contraire une augmentation de la réponse humorale de type 2 ; méme si
la production de I'IL-5 est diminuée et celle du TNF-a augmentée. Ce déséquilibre serait
responsable d’une diminution du chimiotactisme chez ces individus (Candore et al. 2006).

Au total, les individus porteurs de I'haplotype ancestral AH8.1 auraient une perturbation de la

réponse immunitaire (Tableau 2) :

Anomalies immunologiques observées Effets de I’haplotype AHS.1

Production d’auto-anticorps Augmentée

Activation des lymphocytes T Augmentée

Complexes immuns circulants Augmentés

Taux sanguins de lymphocytes Diminué, augmentation de l'apoptose de
lymphocytes

Activité des cellules NK Diminuée

Chimiotactisme des neutrophils Diminué
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Production de cytokines Thl Diminuée

Production de cytokines Th2 Augmentée

Tableau 2 Anomalies immunologiques observées en présence de I’haplotype ancestral AHS8.1

Cet haplotype a été associé a une augmentation de I'espérance de vie (Caruso et al. 2000),
ce qui peut sembler surprenant étant donné les déséquilibres immunitaires qu’il entraine. Il
est hautement conservé dans la population européenne, suggérant un effet bénéfique
compensatoire dans le passé. Il a en effet été évoqué que cet haplotype permettrait une
meilleure résistance aux infections, méme s'il a été associé a une progression plus rapide de
la maladie chez les sujets séropositifs pour le virus de 'immunodéficience humaine (VIH)

porteur de I'haplotype AH8.1 (Cameron et al. 1990).

4.6. Implications de I'haplotype AH8.1 dans la mucoviscidose

Dans la mucoviscidose, une étude portant sur 72 enfants atteints de mucoviscidose, trois
des polymorphismes de cet haplotype (TNF -308 G/A, HSPA1L +1267 A/G, RAGE -429 T/C)
ont été associés a un retard de primo-colonisation a P. aeruginosa et a Staphylococcus
aureus (Laki et al. 2006).

5. Ligands de RAGE

5.1. High mobility group box 1 (HMGB1)

5.1.1. Géne et protéine

Membre de la superfamille des protéines HMG (High mobility group), la protéine HMGB1
(High mobility group box 1) appelée auparavant HMG-1 ou «amphotérine» est ubiquitaire
chez les eucaryotes et absente chez les eubactéries et les archaebactéries. Son gene se
situe sur le chromosome 13912 et code pour une protéine nucléaire, de nature «non-
histone», de poids moléculaire de 30 kDa et composée de 116 acides aminés dont la
séquence est hautement conservée chez les mammiferes. Ce sont des protéines hautement
conservées au cours de I'évolution, avec une homologie de séquence de plus de 98% entre
les humains et les rongeurs (Wang et al., 2004). HMGB1 possede deux motifs structuraux
caractéristiques, les boites A et B, interagissant avec I'ADN (Figure 14) et une queue

terminale acide qui, a I'état de repos, interagit avec les boites A et B permettant a HMGB1 de
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se lier d'abord a 'ADN avant d'interagir avec d'autres facteurs (NF-kB, p53,...) (Knapp et al.
2004).

- Box A
4 °

Figure 14 Représentation schématique de HMGB1 (d’aprés (Knapp et al. 2004))

HMGB1 a aussi été identifite comme une protéine membranaire dans certains types
cellulaires sous l'appellation d'amphotérine (ses deux extrémités sont de charges opposées).
On distingue 3 sous-classes de protéines HMG : HMGA, HMGB et HMGN ; mais seul
HMGBL1 a été identifi€ comme pouvant activer RAGE. Les protéines HMGB ont une longue
queue en C-terminal, composée de résidus aspartiques et glutamiques. HMGB1 a la

capacité de se déplacer dans le cytosol par translocation.

5.1.2. Production, régulation

HMGBL1 subit d’'importantes modifications post traductionnelles, qui affectent sa capacité a
migrer du noyau au cytosol. HMGB1 est sécrété par les macrophages, les cellules NK
(natural killer) ou les cellules dendritiques matures aprés stimulation par des cytokines
proinflammatoires telles que le TNF-a, ou I'lL1-B (Wang et al. 1999). La sécrétion de HMGB1
peut également étre induite par le stress oxydant. Cette protéine peut également étre libérée
de fagon passive par nécrose cellulaire, ou la mort de la cellule est associée a une
perméabilisation précoce des membranes cellulaires. Les formes libérées de fagon passive
ont le méme réle pro-inflammatoire que les formes libérées activement (Scaffidi et al. 2002;
Bonaldi et al. 2003). Par contre, les cellules apoptotiques, dont 'intégrité membranaire est
conservée, retiennent les protéines HMGB1 sur leur chromatine. Cette protéine peut
également se lier, en plus du récepteur RAGE, aux récepteurs toll like recepteur (TLR)-2,
TLR-4 et TLR-9 (Yu et al. 2006; Ivanov et al. 2007). L'activation des récepteurs conduit a
I'expression de NF-kB, de molécules d’adhésion et de cytokines (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12).

HMGBL1 entretient I'inflammation par l'intermédiaire d’'une boucle de rétrocontrdle positive

puisque NF-kB augmente I'expression de divers récepteurs dont RAGE et TLR2.
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5.1.3. HMGB1 et fonctions

En conditions normales, la protéine HMGB1 joue un rdle de facteur de transcription (Figure
15). Elle se lie a 'ADN double brin et facilite de nombreuses fonctions nucléaires incluant la
stabilisation du nucléosome, la transcription, la réplication et la recombinaison (Bustin 1999).
Elle a également un réle important dans le remodelage de la chromatine. L'interaction des
protéines HMGB avec I'’ADN joue un réle comparable a celui de I'histone H1, protéine qui se
fixe entre les nucléosomes et qui contrble en partie le niveau de condensation de 'ADN.
Comme RAGE, HMGB1 a un réle dans la prolifération et la différenciation cellulaires. La
forme soluble de HMGB1 agit comme une puissante cytokine pro-inflammatoire d’apparition
plus tardive que le TNF ou I'lL-1 (Wang et al. 2004). HMGB1 peut également induire
I'expression de molécules d’adhésion (VCAM, ICAM), du récepteur RAGE, et de diverses
cytokines (TNF, IL-8 ou MCP-1) (Fiuza et al. 2003), ce qui étend ses activités biologiques a
la régulation de la coagulation.
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Figure 15 Réles intra- et extracellulaires de la protéine HMGB1 (D’aprés Lotze et Tracey, 2005)

5.1.4. HMGB1 et pathologies

L'activité cytokinigue de HMGBL1 est liée a un domaine de 20 acides aminés présent dans la
boite B de la protéine HMGB1 humaine (Andersson et al. 2002). HMGB1 agit comme
médiateur dans la réponse immunitaire et comme facteur d'activation des

monocytes/macrophages (Dumitriu et al. 2005).
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De plus en plus d'études associent HMGB1 a des désordres inflammatoires et septiques
(Andersson et al. 2002; Wang et al. 2004; Yamada and Maruyama 2007). Cette protéine a
été mise en évidence sous forme soluble dans le liquide synovial de patients atteints
d’arthrite rhumatoide (Kokkola et al. 2002; Kokkola et al. 2003; Taniguchi et al. 2003). Elle
agit comme facteur pathogénique dans l'athérosclérose (Kalinina et al. 2004), la polymyosite
ainsi que dans la dermatomyosite (Ulfgren et al. 2004). Le r6le de HMGBL1 dans I'entretien
de processus inflammatoires associés aux septicémies a également été décrit (Wang et al.

2004) ; ainsi que son rdle de médiateur dans le cancer (Shang et al. 2009).

HMGB1 a également été étudié dans diverses pathologies pulmonaires. Dans le SDRA,
HMGB1 a été associée a l'accumulation de neutrophiles, l'apparition d'un ocedeme
pulmonaire et la libération de cytokines (Abraham et al. 2000; Ueno et al. 2004). De plus,
toujours dans cette pathologie, les taux sériques de HMGBL1 et de sRAGE seraient corrélés
(Nakamura et al. 2011). Dans I'asthme et les BPCO, les concentrations d’'HMGB1 dans le
plasma et les ECBC sont significativement plus élevées par rapport a des témoins
(Watanabe et al. 2010). De plus, ces taux sont corrélés au degré d'obstruction des voies
aériennes évalué par le VEMS. Il en est de méme pour la mucoviscidose, ou des taux
augmentés d’'HMGBL1 ont été observés (Rowe et al. 2008). HMGBL1 aurait un réle important
dans lafflux des neutrophiles dans les voies aériennes des patients atteints de

mucoviscidose, de part ses propriétés chémoattractrices (Rowe et al. 2008).
5.2. Calgranuline (S100)

5.2.1. Gene et protéine

Les protéines S100 sont des petites protéines acides dont le poids moléculaire varie entre 10
et 12 kDa. Avec 25 membres plus ou moins décrits chez I'homme, les protéines S100
constituent la plus grande sous-famille de protéines avec un domaine EF hand (structure
hélice-boucle-hélice- Figure 16). Elles sont caractérisées par 2 domaines liant le calcium
reliés par une région charniére centrale H. Deux boucles a calcium, L1 et L2, sont entourées
chacune de deux hélices alpha (Donato 2001). Ces deux protéines lient les molécules de
calcium avec des affinités différentes. Certaines protéines S100 peuvent aussi lier une
molécule de zinc avec une forte affinité (Donato 1999). Les génes codant pour la sous-
classe S100a se situent sur le chromosome 1g21. Leur dénomination vient de leur parfaite

solubilité dans une solution a 100 % de saturation en sulfate d’ammonium.
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Figure 16 Représentation schématique du motif en main EF. D’apreés http://chemistry.umeche.maine.edu/MAT500/EF-
Hand.jpg.

Les membres de cette famille différent entre eux selon la longueur et la séquence de leur
région centrale et selon leur extrémité C-terminale. La liaison au calcium induit un
changement conformationel qui expose un domaine de liaison hydrophobe et permet de se
lier & des protéines cibles. Les S100A sont exprimées dans différents types cellulaires, dont
les neutrophiles, macrophages, lymphocytes et cellules dendritiques. Les protéines S100
sont sous forme d’homo- et / ou d’hétérodiméres ou les monoméres sont liés de fagon anti-
paralleles par des interactions non covalentes. Les principales calgranulines étudiées dans
les pathologies pulmonaires sont les S100A8, S100A9 et S100A12. Les protéines S100A8
(MRPS8), S100A9 (MRP14) forment un hétérodimere, également nommé calprotectine. Les
calgranulines S100A8/S100A9 et S100A12 ne sont retrouvées que dans les neutrophiles et
monocytes (Kerkhoff et al. 1998). Seuls certains membres de cette famille peuvent se lier au
récepteur RAGE.

5.2.2. Production, régulation

Elles interviendraient aux niveaux intra- et extracellulaires dans la régulation de divers
processus tels que la transcription, la phosphorylation de protéines, la prolifération, la
motilité, la survie, la différenciation cellulaire, ainsi que la régulation du cycle cellulaire. Le
dimére S100A8/S100A9 régule la migration et I'adhésion des leucocytes (Ryckman et al.
2003).

Un blocage de l'interaction entre RAGE et les calgranulines est responsable d’'une diminution

de I'activation de NF-kB et de la production de cytokines.
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5.2.3.S100A et pathologies
Les S100 ont un role dans différentes pathologies inflammatoires non infectieuses, plus
spécialement I'hétérodimére S100A8/S100A9 ou I'homodimére S100A12, qui se lient au
récepteur RAGE. Elles s'accumulent sur le site dinflammation chronique dans des
pathologies telles que I'arthrite rhumatoide, I'arthrite juvénile idiopathique, les maladies auto-

immunes systémiques, le psoriasis ou les maladies inflammatoires chroniques intestinales.

Au niveau pulmonaire, le ligand S100A12 est augmenté dans les tissus pulmonaires et les
LBA de patients présentant un SDRA (Wittkowski et al. 2007). L’hétérodimere
S100A8/S100A9 pourrait maintenir I'inflammation chronique et le remodelage des voies

aériennes dans I'asthme (Halayko and Ghavami 2009).

L’étude de Foell et al. a montré que S100A12 est exprimé par les neutrophiles pulmonaires
dans la mucoviscidose . Les taux de S100A12 dans des ECBC de patients atteints de
mucoviscidose sont extrémement plus élevés que ceux de témoins (Foell et al. 2003; Makam
et al. 2009). De plus, dans la mucoviscidose, les taux de S100A12 sont 100 fois plus élevés

dans les liquides pulmonaires que dans le plasma (Makam et al. 2009).
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OBJECTIFS DE TRAVAIL



La mucoviscidose est caractérisée par une importante variabilité phénotypique entre les
patients, méme pour des patients porteurs de mémes mutations CFTR. L’haplotype
ancestral AH8.1 est impliqué dans la réponse immuno-inflammatoire. Dans la
mucoviscidose, trois des polymorphismes de cet haplotype (TNF -308 G/A, HSPA1B +1267
A/G, RAGE -429 T/C) ont été associés, dans une petite cohorte, & un retard de primo-
colonisation des voies aériennes a P. aeruginosa et a Staphylococcus aureus (Laki et al.

2006).

L'objectif de ce travail était tout d’'abord de déterminer si la variabilité du phénotype
respiratoire dans la mucoviscidose pouvait en partie étre associée a I'haplotype ancestral
AH8.1. Dans un second temps, nos objectifs étaient d'étudier les conséquences biologiques
de chacun des variants constituants I'haplotype. En effet, ces 4 polymorphismes sont situés
dans des génes codants pour des protéines impliquées dans la réponse inflammatoire. lls
pourraient ainsi, individuellement ou en combinaison, modifier I'évolution de [latteinte

respiratoire dans la mucoviscidose.

Nous avons suivis 2 axes : le génotypage des patients puis des études de fonctionnalité des
variants. Nous avons réalisé une premiére analyse génétique pilote dans une cohorte
européenne de patients atteints de la mucoviscidose. Nous avons ensuite répliqué nos
résultats sur une plus large cohorte frangaise. Enfin, nous avons testé des associations

haplotype/phénotype puis génotype/phénotype.

L’identification d’une association entre des variants génétiques et le phénotype n’indiquant
pas nécessairement l'existence d'une relation de cause a effet, ces études ont été
complétées par des analyses biologiques et des études de fonctionnalité. Le but était de
caractériser au niveau cellulaire et moléculaire les conséquences biologiques des
polymorphismes composant I'haplotype AH8.1. Chacun de ces polymorphismes étant situé
dans différents parties du géne (promoteur, intron ou exon), les méthodes utilisées ont varié

en fonction des répercussions possibles.
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MATERIEL ET METHODES



1. Populations d’étude

Pour I'ensemble des sujets étudiés, un consentement éclairé du sujet ou des parents a été

recueilli. Le projet a obtenu les autorisations des autorités compétentes nécessaires.

La population de patients atteints de mucoviscidose comporte 3 groupes :
1) un groupe de 404 européens atteints de mucoviscidose inclus en France (n=230), en
Allemagne (n=95) et en Grande Bretagne (n=79). Ces patients ont des génotypes de CFTR

variables.

2) Un groupe de patients issus des patients inclus dans le projet national de recherche des
génes modificateurs de la mucoviscidose (coordinateur: H. Corvol). L’ensemble des 49
CRCM Francgais participe actuellement & ce projet et plus de 3600 patients ont été inclus.
Nous disposons pour chaque patient de données cliniques longitudinales et d'un
prélevement d’ADN stockés au Généthon (Evry).

Parmi les patients inclus dans le projet national, nous avons sélectionné

- un groupe de 1039 patients homozygotes pour la mutation F508del, d’origine
européenne de pere et de mére, et ayant eu des mesures de la fonction respiratoire
pendant au moins 3 ans (>8 ans).

- un groupe de 145 patients nhon homozygotes pour la mutation F508del mais ayant 2
mutations « séveres » de CFTR associées a une insuffisance pancréatique exocrine
(mutations de classe |, 1l ou IlI)

Pour I'ensemble de ces patients, nous avons extrait de la base phénotypique les données
clinigues d'intérét pour ce projet, a savoir :

- Date de naissance, sexe

- Mutations de CFTR

- Statut pancréatique

- Explorations fonctionnelles respiratoires (EFR) avec en particulier mesure des
volumes pulmonaires (volume expiré maximal par seconde: VEMS), des débits
expiratoires et des échanges gazeux.

- Evolutivité du poids, de la taille, et de I'index de masse corporelle (IMC z-score).

3) Un groupe de 72 enfants atteints de mucoviscidose suivis au CRCM pédiatrique de
I'hdpital Trousseau. Ces patients ont eu un prélévement sanguin, réalisé au cours d’un bilan

systématique, a I'état stable afin de réaliser des dosages protéiques plasmatiques. Pour ces
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enfants, porteurs de diverses mutations de CFTR, des données phénotypiques
supplémentaires ont été recueillies :

- L’age d'infection ou de colonisation par le S. aureus ou le P. aeruginosa

- La présence d’un diabéte

- Les taux sanguins d'immunoglobulines G, A et M et la C-reactive protein (CRP) le jour de la
consultation

- La pression artérielle en oxygene (PaO,) en mmHg lors de gaz du sang artérialisé le jour

de la consultation

La population témoin est composée de 32 sujets adultes sans antécédents particuliers

pour lesquels nous disposons d’extraits d’ADN et de plasma.

2. Méthodes de génotypage

Le génotypage a été réalisé en utilisant une technique automatique de discrimination
allélique basée sur la technique de PCR en temps réel. Le génotypage des SNP LTA
+252A/G (rs909253), TNF -308G/A (rs1800629), HSPA1B +1267A/G (rs1061581) et AGER -
429T/C (rs1800625) a été réalisé par PCR a partir d’ADN de patients ou d’ADN issus de
culture cellulaire. Deux sondes fluorescentes appelées VIC et FAM, spécifiques de chaque
allele du polymorphisme étudié sont ajoutées au milieu réactionnel de PCR (Eigure 17). La
PCR a été réalisée avec une sonde TagMan® MGB probes, FAM™ and VIC® dye-labeled
(applied biosystems, US). Le mix de PCR est préparé en utilisant du TagMan® universal
PCR Master Mix NO AmpErase UNG (2X) (Applied Biosystems, US), du Assay Mix, de I'eau
et une sonde ; pour un total de 15ul par puits. La réaction de PCR est réalisée sur un Step-

One-Plus real time PCR (Applied Biosystems, US) suivie d’'une lecture en point final de la

fluorescence (EFigure 18).
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Figure 17 Principes de la discrimination allélique par méthode de fluorescence
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Figure 18 Exemple de résultat de génotypage pour le TNF
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3. Dosages plasmatiques

3.1. Soluble RAGE

La protéine sSRAGE est dosée par ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay) dans le
plasma, apres recueil de sang total et centrifugation 5 min & 3000 g. Un kit commercial
Duoset (R&D systems, UK) a été utilisé et nous avons suivi les recommandations du
fabricant.

Les puits de plagues de microtitration sont sensibilisés avec 100 pl d’anticorps monoclonaux
de souris anti-sRAGE et incubés une nuit a température ambiante. Apres lavages avec un
tampon PBS-Tween (0,05%), les plaques sont saturées pendant 1 h a température ambiante
avec 300 ul/puits de Reagent Diluent (R&D systems, UK). Aprés 3 cycles de lavage en PBS-
tween, une gamme standard de sRAGE est effectuée en duplicat (0 a 4000 pg/mL) dans du
Reagent Diluent. Le plasma est utilisé pur et dosé en duplicat. La gamme et les échantillons
sont déposés a raison de 100 pl/puits et incubés a température ambiante pendant 2 h. Aprés
3 lavages, 100 ul d’anticorps de détection (dilué a 100 ng/mL dans du Reagent Diluent) sont
déposés dans chaque puits. La plaque est incubée 2 h & température ambiante puis lavée 3
fois ; 100 pl de streptavidine-HRP dilué au 1/200 sont ensuite ajoutés. Aprés 20 min
d’incubation a température ambiante et 3 lavages successifs, l'activité enzymatique est
révélée par I'addition de 100 pl/puits du substrat (Substrate solution, R&D systems, UK). La
plaque est maintenue a I'obscurité et la réaction est arrétée au bout de 20 min en déposant
50 ul d’'H,SO,4 (2N) dans chaque puits. L'adsorbance & 450 nm est mesurée sur un

spectrophotometre lecteur de microplaques.

3.2. TNF-«

La protéine TNF-a est dosée par ELISA dans le plasma, aprés recueil de sang total et
centrifugation 5 min a 3000 g. Un kit commercial Duoset (R&D systems, UK) a été utilisé et

nous avons suivi les recommandations du fabricant.

3.3.LTA

La protéine LTA est dosée par ELISA dans le plasma, apres recueil de sang total et
centrifugation 5 min a 3000 g. Un kit commercial Duoset (R&D systems, UK) a été utilisé et

nous avons suivi les recommandations du fabricant.
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3.4. HMGB1

La protéine HMGB1 est dosée par ELISA dans le plasma, aprés recueil de sang total et
centrifugation 5 min a 3000 g. Un kit commercial (IBL, international, Germany) a été utilisé et

nous avons suivi les recommandations du fabricant.

4. Etude fonctionnelle in vitro du polymorphisme AGER -429T/C

L’étude fonctionnelle des polymorphismes permet de comprendre a quel niveau la variation

d’une base dans la séquence génomique peut influencer la protéine pour laguelle elle code.

4.1. Clonage du promoteur de AGER
Le promoteur de AGER est amplifié par PCR avec les éléments suivants : 1ul d’ADN (500

ng) est mélangé a 2 pl de chaque amorce (soit 0,2 pMol final de sens (5-
cttttttccctgggtttagttg-3)’et anti-sens (5’-cttccttccagggtectg-3’)), a 5 ul de Buffer 10x, a 2 pl de
dNTP (soit 200 pMol final), & 0,5 pl de Taq polymerase et a 37,5 ul d’eau. Les paramétres de
la PCR sont: dénaturation & 94C pendant 2 min, suivie de 35 cycles de dénaturation-
hybridation-élongation (94°C pendant 30 sec, 60C p endant 30 sec et 72T pendant 30 sec),
puis une derniére étape (72T pendant 5 min).

Cette étape est suivie d’'une migration des échantillons sur un gel d’agarose 1% contenant
du BET. La bande est découpée sur le gel puis purifiée a I'aide du kit d’extraction sur mini-
colonne, MinElute® kit Gel Extraction (Qiagen, France) selon les instructions du fournisseur.
Le promoteur est récupéré et cloné dans un plasmide pCRII-TOPO (Invitrogen, France).
Pour cela, 4 pl du produit de PCR purifié sont mélangés a 1 ul de solution salée et 1 ul de
vecteur TOPO. Le mélange réactionnel est incubé 5 min a température ambiante et placé
ensuite dans la glace avant d’étre utilisé pour la transformation bactérienne.

Pour I'amplification du vecteur, des bactéries compétentes (One Shot Invitrogen, France)
sont utilisées. Apres transformation les bactéries sont étalées sur des boites de Pétri
contenant un milieu de culture gélifié supplémenté en ampicilline et en X-gal. Les boites sont
incubées a 37C pendant une nuit. Le lendemain, les colonies sont repiquées et mises en
culture sous agitation dans du milieu LB (ou Luria Broth) et de I'ampicilline. Douze heures
apres, le bouillon de culture est centrifugé 15 minutes & 6000 g & 4. Le culot bactérien est
récupéré et extrait a l'aide du Hispeed® Plasmid Midi Kit (Qiagen, France) selon les
instructions du fournisseur. L’ADN élué est dosé au spectrophotométre. Le sens d’insertion
du promoteur dans le plasmide pCRII-TOPO ainsi que la séquence du promoteur sont

vérifiés par séquengage.
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4.2. Préparation des vecteurs et mutagénese dirigée

Nous n’avons malheureusement pas réussi a transférer le promoteur RAGE du plasmide
TOPO dans le plasmide luciférase pGL4. Nous avons donc acheté le plasmide RAGE-
luciférase (switchgear, US). Le plasmide a tout d’abord été amplifié a I'aide de bactéries
compétentes One Shot, comme décrit ci-dessus puis extrait a I'aide du Hispeed® Plasmid
Maxi Kit. Un séquencage du plasmide ainsi obtenu a ensuite été réalisé afin de s’assurer

que la séquence correspondait a celle désirée, sans le polymorphisme.

La mutagénese a été réalisée a laide d'une PCR avec une sonde comprenant le
polymorphisme souhaité en -429 (sens : 5’-aaatgattttctttcacgaagctccaaacaggtttctctce -tg-3’ et
antisens 5’-caggagagaaacctgtttggagcttcgtgaaagaaaatcattt-3'). Une amplification dans des
bactéries a de nouveau été réalisée (One Shot), suivie d’'un séquencage. Deux plasmides

avec et sans le polymorphisme ont ainsi pu étre obtenus.

4.3. Transfection cellulaire

La transfection cellulaire repose sur l'intégration transitoire d’un vecteur plasmidique dans la
cellule. Elle a été réalisée dans une lignée de cellules alvéolaires de type Il humaines A549
et dans un lignée de cellules épithéliales bronchiques humaines, Beas-2b. Les cellules ont
été supplémentées dans un milieu Dulbecco's modified Eagle's and Ham's nutrient mixture
(medium DMEM-F12), associé a du sérum bovin feetal (10%) et de la pénicilline G-
streptomycine (100 U/mL) et mises en culture dans une étuve a 37 avec 5% de CO,. Les
cellules ont ensuite été passées dans des plaques 12 puits avec 10° cellules par puits
pendant 24 h. Le lendemain les cellules étaient a 50-70% de confluence et pouvaient étre
transfectées a I'aide d’'un mix composé de 1000 ng de plasmide avec ou sans le variant de
AGER, 100 ng de plasmide pRLTK (plasmide de référence exprimant la luciférase renilla)

5uL de lipofectine et de I'OptiMEM (Invitrogen, France).

4.4. Lecture luciférase

Dix-huit heures apres la transfection les puits sont lavés au PBS. La lecture de la luciférase
est réalisée a l'aide du kit « Dual Luciferase Reporter Assay » (Promega, France). Les
cellules sont ensuite lysées a I'aide de 250 uL de passive lysis buffer par puits. Les plaques
sont disposées sur la glace et agitées 15 minutes. Le plasmide est ensuite déposé a raison
de 20 pL par puits sur une plague Nunc 96 puits. Cent pL de LAR II, reconstitués sont
ensuite ajoutés dans chaque puits avant de réaliser la lecture sur Optima. La lecture de la

renilla est mesurée aprés ajout de 100 pL par puits de stop glo 50x dilué dans le assay buffer
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[I. Un rapport des deux permet ainsi d’évaluer I'expression de la luciférase en fonction du

niveau de transfection cellulaire dans chaque puits.

5. Etude ex vivo a partir de fibroblastes humains

5.1. Culture et entretien des cellules

5.1.1. Modele cellulaire

Les fibroblastes sont des cellules différenciées d'origine mésenchymateuse qui présentent
de longs prolongements cytoplasmiques. Les fibroblastes, cellules fusiformes ou étoilées de
20 a 30 um de long, prédominent dans les tissus conjonctifs. Leur richesse en organites
cytoplasmiques témoigne de leur grande activité métabolique. Leur principale fonction est la
synthese des éléments de la matrice extracellulaire tels que les fibres de collagene ou
d’élastine. Elles ont également un réle dans la défense antivirale et dans le métabolisme du
cholestérol. Les fibroblastes s'apparentent a des cellules de type inflammatoire par leur
capacité a migrer, proliférer, s'attacher, modifier leur phénotype, synthétiser et dégrader les
molécules du tissu conjonctif, et maintenir l'intégrité tissulaire (Tomasek et al. 2002). Ces
cellules sont aussi capables de sécréter d'autres molécules telles que des cytokines,
facteurs de croissance ou enzymes, dont les métalloprotéases (Simian et al. 2001), et jouent
un rble important dans les processus de réparation tissulaire ou dans l'entretien des
réactions inflammatoires.

Ce sont les principales cellules composant le derme mais on les retrouve également dans

tous les tissus de I'organisme.

5.1.2. Culture de fibroblastes

Les fibroblastes se distinguent de beaucoup de types cellulaires par leur capacité a
conserver leur morphologie en culture. A confluence, le phénoméne d'inhibition de contact
contraint les fibroblastes en culture & limiter leur prolifération et & constituer une monocouche
cellulaire, caractéristique des fibroblastes normaux. Selon la loi de Hayflick, le nombre de
passages des fibroblastes est limité, au-dela duquel ils entrent en sénescence, ne proliferent

plus.

L’extraction des fibroblastes dermiques humains a été effectuée a partir d’'une biopsie de
peau d’enfant, aprés recueil du consentement des parents et sous couvert d’anonymat. Le
morceau de peau récupéré a tout d’abord été déposé dans du PBS stérile. La partie
dermique est repérée par rapport a la région épidermique avant de découper le fragment en

explants de 2-3 mm? maximum. Les explants sont déposés au fond d’une flasque de 25 cm?,
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si possible c6té derme au contact du plastique. Les fibroblastes humains sont cultivés dans
du milieu DMEM, soit du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium avec 4,5 g/L de glucose et de
la L-glutamine (Gibco) contenant 20% de sérum de veau foetal, 100 U/ml de pénicilline G et
100 pg/ml de streptomycine (Gibco). En 4 a 5 semaines, les fibroblastes sont a confluence
dans la flasque. Les cellules sont incubées a 37C dans 5% de CO, et le milieu de culture
est changé 2 fois par semaine. Les cellules sont alors trypsinées pour étre réensemencees.
Les fibroblastes ont été utilisés entre les passages 2 et 8 pour éviter la survenue d'une

sénescence.

5.1.3. Entretien des cellules

Les fibroblastes sont cultivés dans des flasques de 75 cm? dans l'incubateur & 37<C avec 5%
de CO.. lls sont trypsinés lorsque les flasques sont a confluence et passés dans des plaques
6 ou 12 puits ou dans des flasques. Des culots de cellules ont été congelés dés le second

passage au -80C.

5.1.4. Blocage de la transcription

L'actinomycine D est un antibiotique anti-néoplasique utilisé en biologie comme un
antimitotique, et un agent intercalant de I'ADN. Cette molécule se fixe de facon stable a
'ADN, bloquant ainsi la transcription en ARNm. L'actinomycine D (Sigma, France) est
ajoutée sur les cellules a confluence, a 1ug/mL selon les recommandations pendant 6h. Le
but était de bloquer la transcription, afin d’étudier la stabilité de TARNm en présence ou hon

du variant génétique. Les cellules étaient de nouveau lysées afin d’en extraire TARNm.
5.2. Etude de biologie moléculaire

5.2.1. Extraction des ADN et ARN

L’ADN est extrait des cellules a laide du kit QlIAamp DNA (Qiagen, France). Les

prélévements ont ensuite été génotypés.

Concernant I'ARN, les extractions sont réalisées sur des cellules cultivées en plaque 6 puits
dans différentes conditions : sans activation ou apres blocage par I'Actinomycine D. Le
surnageant est récupéré et les cellules sont lysées a I'aide du tampon de lyse couplé a du 3-
mercaptoethanol. L’extraction est ensuite réalisée selon le protocole du kit Nucleo Spin RNA
Il (Macherey Nagel, France) selon les recommandations du fournisseur. Au final, le culot est

élué dans 30 pL d’eau distillée et dosé a 'aide d’'un spectrophotométre (nanodrop®).

5.2.2. RT-PCR: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction et PCR semi-quantitative

RT
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Pour la transcription inverse (reverse transcription ou RT en anglais), on utilise 1 pg d’ARN
gue I'on mélange a de l'eau distillée pour obtenir un volume final de 15,75 pL, auquel on
ajoute 1 pL de random primer (40 ng/pl). L’'ensemble est incubé 5 minutes & 70C. On ajoute
ensuite le mix composé de 1,25 pL de dNTP (& 10 mM chacun), 5 pL de buffer, 1 pL
d’inhibiteur de RNase (RNasin plus) et 1 pL de transcriptase inverse MMLV (Moloney Murine
Leukemia Virus) par puits. Le volume réactionnel est incubé a 37C pendant 1 heure. Les

échantillons sont ensuite congelés au -20C ou util isés immédiatement.
PCR semi-quantitative

Chaque échantillon de cDNA est ensuite utilisé en triplicat pour réaliser la PCR semi-
gquantitative, afin de déterminer les niveaux d’expression de transcrits. Le mélange utilisé
associe 8 ul de TagMan® universal PCR Master Mix NO AmpErase UNG (Applied
Biosystems, US), 6 uL d'eau et 1 uL de sonde TagMan Fam couplé a 1 pL de cDNA. La
sonde utilisée est une sonde Tagman (Applied Biosystems, Life Technology, France)
HSP70A1B (Hs 01040501_sH). Les niveaux de transcrits sont normalisés par les niveaux de
transcrits GAPDH. La réaction de PCR est réalisée a l'aide du thermocycler Step-One-Plus

real time PCR (Applied Biosystems, US) pendant 40 cycles.

6. Analyses statistiques

Les analyses statistigues des associations haplotypes/phénotypes ont été réalisées en
collaboration avec le Dr Pierre-Yves Boélle et Pierre-Francois Busson de I'unité UMR S 707,
hépital St Antoine, Paris. Les résultats sont exprimés en pourcentage, moyenne (+/- écart-
type) ou médiane.

L’'analyse de I'équilibre de Hardy Weinberg est basée sur un test du Chi-carré a 1 degré de
liberté comparant la distribution génotypique observée a la distribution génotypique théorique
obtenue a partir de la fréquence des alléles. Le déséquilibre de liaison entre les SNPs d'un
méme gene est évalué avec le D' de Lewontin, qui prend une valeur entre 0 et 1, ou 1
représente un déséquilibre de liaison complet entre deux loci.

L'association entre la fonction pulmonaire et le génotype est évaluée en utilisant un modele
de régression linéaire. Le génotype peut, dans ces modéles, étre codé de plusieurs
manieres. On définira m comme l'alléle mineur, et M l'alléle majeur. Un patient aura donc un
génotype parmi ces trois combinaisons : mm, mM, MM. L'utilisation du codage génotypique
pour la régression permet d'évaluer l'impact sur le phénotype de chacune de ces trois
combinaisons individuellement (on a alors affaire & une simple variable qualitative en trois
classes). Le codage additif permet d'évaluer l'impact d'une augmentation du nombre
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d'occurrences de l'alléle mineur sur le phénotype : on attribue alors la valeur 0 aux patients
présentant seulement l'alléle majeur (MM), 1 aux hétérozygotes (mM), et 2 a ceux présentant
deux copies de l'allele mineur (mm). Le codage dominant permet, lui, d'évaluer l'impact de la
présence de l'alléle mineur (on oppose alors deux groupes : mm et mM contre MM), et le
codage récessif permet d'évaluer I'impact de I'homozygotie sur le phénotype (on oppose

cette fois deux groupes : mm contre mM et MM).

L'analyse des données de VEMS (exprimé en % par rapport a la norme établie par les
équations de Knudson (Knudson et al. 1976)) et IMC est basée sur un lissage initial des
données individuelles par I'utilisation de modeles linéaires a effet aléatoire en fonction de
I'dge. Ceci permet d'obtenir une valeur moyenne prédite a la date de derniére visite dont la
variance est plus faible que celle de la mesure observée a cette date.

Les équations de Knudson présentent l'inconvénient d'étre basées sur une population de
référence saine. Afin que les mesures soient comparables entre elles et adaptées a un
échantillon de malades de la mucoviscidose, elles sont transformées en utilisant la méthode
développée par Kulich, qui exprime le phénotype en quantiles par rapport a la population de
méme age, taille et sexe atteinte de la maladie (Kulich et al. 2005).

Enfin, de maniere a tenir compte de la mortalité en fonction de I'dge, ces valeurs sont
exprimées en KNoRMA (Taylor et al. 2011).

L’association entre la fonction pulmonaire et le génotype est évaluée en utilisant un modéle
de régression linéaire.

Tous les tests sont réalisés au niveau p=0,05.
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RESULTATS

Partie 1. Etude de I’haplotype ancestral AH8.1
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1. Etude européenne préliminaire

1.1. Article 1. Ancestral haplotype 8.1 and lung disease severity in European
cystic fibrosis patients. ] Cyst Fibros, 2012 Jan;11(1):63-7.

Contexte de I'étude

La mucoviscidose a une expression cliniqgue trés variable d'un patient a l'autre. Cette
hétérogénéité phénotypique n’est que faiblement corrélée aux mutations du géene CFTR et
I'intervention de variants génétiques, encore appelés genes modificateurs, est actuellement
suggérée. L'objectif de cette étude était de rechercher une association entre I'haplotype
ancestral AH8.1 et la sévérité clinique de la mucoviscidose. Les analyses ont été réalisées
dans un groupe de 404 patients européens avec des mutations de CFTR variables (Tableau

3).
Patients européens
Population d’étude, n 404
Age : médiane, [min-max] 15 [6 — 54]
Sexe, femme / homme 183 /221
IMC z-score, médiane [min-max] -0,49 [-4,54 -3,8]
genotype CFTR, %
F508del homozygote 56%
F508del heterozygote 34%
Autres mutations 10%
Tableau 3 Caractéristiques épidémiologiques de la cohorte européenne de patients
Résultats

Cette étude pilote a montré une association entre I'haplotype AH8.1 et la sévérité de
I'atteinte respiratoire dans la mucoviscidose estimée par la pente de déclin du VEMS
(exprimé en pourcentage prédit selon Knudson et al. (Knudson et al. 1976)). En effet, les
patients porteurs de I'haplotype AH8.1 ont une pente de déclin du VEMS significativement
plus prononcée que les autres (Figure 19), pente de déclin = -7,6 %, p=0,03 (Corvol et al.
2011)).
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(A)

8.1AH Carriers MNon carriers
Country N Mean 5D N Mean 5D : MD 95%-Cl
France 50 70 28 180 80 26 ——HH—— -96 [-18;-0.9]
Germany 28 Ge 28 &7 74 25 i -6.6 [-19; 5.4]
United Kingdom 21 AT 26 A8 f1 26 ; i -45 [17; 84]
Overall a9 305 * 7.6 [14; 1.5]
I — 1
-15 10 -5 0 5

Mean percent-predicted FEV, difference

Figure 19 Effets de I’'haplotype ancestral AH8.1 sur la fonction respiratoire mesurée par le VEMS chez des patients
européens ayant la mucoviscidose

Afin d’affiner nos résultats, 2 groupes de patients au sein de chaque pays ont été comparés,
séparés selon les mutations de CFTR : les patients homozygotes pour la mutation F508del
et les patients non homozygotes pour cette mutation (Figure 20, D/D vs autre,
respectivement). Cette analyse met en évidence que I'haplotype AH8.1 est associé a la
seveérité de latteinte respiratoire essentiellement chez les patients non homozygotes
F508del, quel que soit le pays concerné (p=0,004).

8.1AH Carriers Non carriers
Country N Mean SD N Mean sD MD 95%-Cl
France
Autre 23 7230435 3028716 88 B4.78068 2786747 L -125 [-26.2; 1.2]
DD 27 7033333 2763498 92 V6.12609 27.97556 —a -58 [17.7, 6.1]
All 50 180 ] 8.7 [17.6; 0.3]
Germany
Autre 9 56.55556 2559351 27 71.22222 2948837 = 147 [-34.7, 5.4]
DD 19 73.94737 3062220 40 7355000 2611213 04 [-15.6;16.4]
All 28 67 5.9 [-204, 8.7]
United Kingdom
Autre 9 §1.01111 2456402 22 7544091 2177724 = 144 [-32.9; 4.0]
DD 12 53.32500 2722743 36 5235278 2522866 1.0 [-16.5;18.4]
All 21 58 6.4 [-21.5; 8.7]
Overall a9 305 1.3 [13.6;-0.9]

I T T 1

=30 -20 10 0 10
Mean FEV1% difference

Figure 20 Effets de I’haplotype ancestral 8.1AH sur la fonction respiratoire mesurée par le VEMS en fonction des
mutations de CFTR (D/D : F508del homozygotes, Autres : autres mutations de CFTR toutes sévérités confondues)

1.2. Résultats complémentaires
Des données phénotypiques supplémentaires ont pu étre recueillies pour 72 enfants suivis a
I'hépital Trousseau : mesure de la PaO2 et des taux plasmatiques d’'immunoglobulines A, G

et M. Parmi ces 72 enfants, 9 sont porteurs de I'haplotype AH8.1. Aucune différence n’est
76



observée entre les 2 groupes pour la PaO2, les IgG et A (p=0,76; 0,70et 0,85
respectivement). Les taux d’IgM sont par contre significativement diminués chez les individus
porteurs de I'haplotype AH8.1 (1,16 + 0,49 mg/L chez les porteurs contre 0,69 + 0,17 mg/L

chez les non porteurs, p=0,016).

1.3. Discussion

La variabilité phénotypique observée dans la mucoviscidose a amené a rechercher
I'implication de génes modificateurs et plus récemment d’haplotypes impliquant plusieurs
genes en déséquilibre de liaison. Cette étude préliminaire suggére que I'haplotype ancestral
AHB8.1 est associé a une plus grande séveérité de I'atteinte respiratoire chez des patients
européens atteints de mucoviscidose. Cet haplotype avait déja été associé a une
inflammation incontrdlée dans diverses pathologies telles que le lupus ou le cancer
colorectal (Candore et al. 2003; Toth et al. 2007). Or dans la mucoviscidose, l'atteinte
respiratoire est caractérisée par une inflammation pulmonaire exacerbée et fortement
impliquée dans la morbi-mortalité (Regamey et al. 2010). Trois des 4 variants de cet
haplotype codent pour des cytokines pro-inflammatoires (RAGE, TNF et LTA). Le 4°™ code
pour une protéine chaperonne (HSP) prenant en charge les protéines mal repliées, parmi
lesquelles CFTR mutée. L’ensemble de ces protéines active les voies des MAPK et NF-kB,
qui sont connues comme étant dérégulées dans la mucoviscidose (Muselet-Charlier et al.
2007; Vij et al. 2009; Hunter et al. 2010). Dans ce travail, nous n'avons pas observé
d’association entre chacun des variants étudiés séparément et la sévérité de latteinte

pulmonaire.

Dans la mucoviscidose, cet haplotype avait déja été étudié chez 72 patients porteurs de
différentes mutations de CFTR (Laki et al. 2006). Les auteurs avaient montré que les
patients porteurs de I'haplotype AH8.1 étaient colonisés plus tardivement par P. aeruginosa
et S. aureus. lls concluaient que, par son effet sur l'inflammation, I'haplotype pouvait
favoriser la réponse immunitaire contre ces pathogénes. Nous n’avons pas répliqué ces
résultats dans cette étude. Une autre étude réalisée chez des sujets sains a montré
également un effet protecteur de I'haplotype face aux infections pulmonaires (Aladzsity et al.
2011).

Sur le plan physiopathologique, il semble que cet haplotype pourrait influer sur le taux
d'immunoglobuline, notamment en diminuant la sous-classe d'lgG2, ce qui, au contraire,
diminuerait la clairance bactérienne et favoriserait les colonisations (Candore et al. 2007).
Dans notre étude, nous ne retrouvons pas d’association entre la présence de I'haplotype et
les taux d’lgG, mais nous ne disposions pas du dosage des sous-classes. Néanmoins, nous

avons pu mettre en évidence une association entre la présence de I'haplotype AH8.1 et des
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taux d’lgM abaissés. Il faut souligner que ces résultats ont été obtenus dans un petit groupe
d’enfants porteurs de différentes mutations du gene CFTR et nécessitent donc d’étre validés

dans une plus large cohorte, si possible homogene.

En conclusion, nous avons mis en évidence une association entre I'haplotype AH8.1 et la
sévérité de l'atteinte respiratoire dans une cohorte de patients européens atteints de
mucoviscidose. Cependant, toute étude d’association génotype/phénotype nécessite une
réplication / validation dans des cohortes indépendantes, c’est donc le travail que nous

avons ensuite réalisé (voir ci-dessous).
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Abstract

Background: The clinical course of cystic fibrosis (CF) lung disease varies between patients bearing identical CFTR mutations. This suggests
that additional genetic modifiers may contribute to the pulmonary phenotype. The highly conserved ancestral haplotype 8.1 (8.1AH), carried by
up to one quarter of Caucasians, comprises linked gene polymorphisms on chromosome 6 that play a key role in the inflammatory response:
LTA +2524/G; TNF —308G/A, HSP70-2 +12674/G and RAGE —429T/C. As inflammation is a key component inducing CF lung damage, we
investigated whether the 8.1AH represents a lung function modifier in CF.

Methods: We analyzed the lung function of 404 European CF patients from France (n=230), Germany (n=95) and UK (n=79). FEV, differences
between 8.1AH carriers and non-carriers were calculated in each country and pooled using a random effects model.

Results: The frequency of 8.1AH carriers was similar between French (22%), German (29%) and UK (27%) patients. We found that 8.1AH carriers
had significantly lower FEV |, adjusted for age classes and countries (P<0.04, mean FEV difference —6.4% CI95% [—12.4%, —0.5%]). No dif-
ference was observed with respect to BMI Z-scores and chronic colonization with P. aeruginosa.

Conclusions: These findings support the concept that 8.1AH is an important genetic modifier of lung disease in CF. To conclude, multiple linked
genes outside the CF locus might explain some of the variability in lung phenotype.

© 2011 European Cystic Fibrosis Society. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Cystic fibrosis; 8.1 Ancestral Haplotype; Modifier genes; Lung function

1. Introduction descent [1]. Compelling data on phenotypic variability and the
lack of genotype-phenotype correlation among either siblings or
Cystic fibrosis (CF) is a common inherited disease that gradu- unrelated patients with identical mutations in the cystic fibrosis

ally destroys the lung and is found mainly in people of European transmembrane conductance regulator (CFTR) gene has led to

* These data have been presented in conferences: NACFC 2010—Baltimore (Pediatric Pulmonology 2010, supplement 33: abstract page 282) and ECFC 2011—
Hamburg (invited talk—genetics symposium).
* Corresponding author at: Hopital Trousseau, Pediatric Pulmonary Department, 26, avenue du Dr Netter; 75012 Paris, France. Tel.: +33 144 73 61 74; fax: +33 1
44 73 67 18.
E-mail address: harriet.corvol@trs.aphp.fr (H. Corvol).
! Equally contributed.
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the suggestion that gene modifiers may affect the lung phenotype
[2,3]. However, the problem with the studies which have tried to
associate the severity of CF lung disease with modifier genes, for
example those involved in the innate or acquired immune re-
sponse, is that candidate polymorphisms have a very low preva-
lence in the community at large. Thus it either follows that CF
phenotypic variability is a mosaic of different rare modifiers or
that some highly prevalent but unknown co-inherited factors are
at work. With respect to the first idea, replicated results suggest
that single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in transforming
growth factor Bl (TGFBI) [4—6] and mannose binding lectin 2
(MBL2) [7,8] genes might explain a small percentage of the ob-
served phenotypic variability. Here, we test the second idea that
differential co-inheritance of a latent but highly prevalent cassette
of linked genes (haplotypes) might underpin the observed vari-
ability in lung function. The term haplotype refers to the block
structure of a genetic region and haplotype differences mean
that the discrepancies may arise from differences in distribution
of more than one allele in combination with others. Some haplo-
types have a high prevalence in Europe and we wondered if one
of'these could contribute to disease variability in large numbers of
CF patients.

The highly conserved ancestral haplotype 8.1 (8.1AH) is
encoded in the major histocompatibility complex (MHC) re-
gion on the short arm of chromosome 6 [9]. 8.1AH appeared
to be a good candidate because it is carried by up to one quarter
of Caucasians and comprises a cassette of linked alleles that
play key roles in the inflammatory response: L74 +2524/G
(Lymphotoxin A), TNF—308G/A (Tumor necrosis factor),
HSP70-2 +1267A/G (Heat shock protein) and RAGE—429T/C
(Receptor for Avanced Glycation Endproducts). Moreover,
8.1AH has been associated with delayed onset of lung bacterial
colonization in CF patients in a small cohort of Hungarian pa-
tients [10]. As airway inflammation is a key component induc-
ing CF lung damage, we investigated whether the 8.1AH
represents such modifier in European CF patients from France,
UK and Germany.

2. Methods

The study population consisted of a total of 404 European
CF patients (adults and children), enrolled from 6 CF centers
in France (230 children); one CF center in Germany (95 chil-
dren) and one CF center in UK (79 adults). The study was ap-
proved by the ethical committees of the Medical Review
Board of each participating CF center in France, Germany
and UK; and written informed consent was obtained for each
patient. The diagnosis of CF was made on the basis of two ab-
normal sweat chloride test results (>60 mmol/L) and/or identi-
fication of CF-causing mutations [11]. Clinical, biological and
functional data were obtained from hospital records from the
previous 2 to 5 years in France, Germany and UK. The data
were gathered by a single physician for each country, blinded
to the results of patient’s haplotypes. Recorded data included
date of birth, sex, CFTR genotype, pulmonary function tests,
nutritional status and airways microbiology. Lung function
was assessed by spirometry in children >6 years during periods

of clinical stability. Respiratory microbial flora was determined
by microscopy and culture of lower respiratory tract secretions
or throat swabs realized every 3 months in all the CF centers.
Chronic airway colonization with Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) was defined by the persistence of the pathogen
in at least three airway samples for at least 6 months. Nutrition-
al status was appreciated by the Z-score for the body mass
index (BMI).

Genotyping were performed by real time polymerase chain
reaction (PCR), using a 2700 thermocycler and the convention-
al Tagman primers and probes (Applied Biosystems, Foster
City, USA). Allelic discrimination was realized by endpoint
measurements with specific fluorescent oligonucleotides (de-
tection system software of the ABI prism 7000). We typed
4 linked polymorphisms of the 8.1AH: LTA +252A/G
(rs909253, NC_000006.11:2.31540313A>G), TNF—-308G/A
(rs1800629, NC_000006.11:2.31543031G>A), HSP70-2 +
1267A/G (rs1061581, NC_000006.11:2.31784586G>A) and
RAGE-429T/C (rs1800625, NC_000006.11:2.32152442A>G).

Haplotypes were reconstructed using the EM algorithm,
using genotypes at the 4 linked polymorphisms [12]. As influ-
ence of 8.1 AH carriage on phenotype has been described
either with the whole haplotype, i.e. carriage of the 4 variants
simultaneously, or with part of its constituents, i.e. 3 out of
the 4 variants, we defined 8.1AH when at least one haplotype
included at least 3 variants among: LT4 +252G, TNF—3084,
HSP70-2 +1267G and RAGE—429C [9,13]. The association
in 8.1AH carriage and age was tested using Cochran—Armitage
test for trend. BMI Z-scores were calculated using the WHO
2007 growth reference [14]. Colonization at age 18 was calcu-
lated using the Kaplan—Meier method and compared using the
log-rank test stratified on country. Forced expiratory volume in
1 second (FEV) was standardized for age and sex by comput-
ing percent-predicted relative to reference Knudson equa-
tions [15,16]. Mean percent-predicted FEV,; differences
between 8.1AH carriers and others were calculated in each
country and age class and pooled using a random effects
model. Heterogeneity between FEV, differences in the coun-
try/age class subgroups was tested using Cochran’s Q statistic.
The same analysis was done for BMI Z-scores and CF specific
centiles Z-scores.

All analyses were made using the R software.

3. Results

The clinical characteristics of the study population are listed in
Table 1. Median current age was 11.3 years for the French,
16 years for the German and 26.5 years for the UK patients.
Most of the individuals were pancreatic insufficient (93%) and
about half were female. Similar to the distribution of CFTR mu-
tations in CF European patients, 56% were homozygous for the
p-Phe508del CFTR mutation and 34% p.Phe508del compound
heterozygous. Distribution of the 8.1AH carriers was similar to
that observed in Caucasians [9] and similar across the 3 popula-
tions: 22% in the French; 29% in the German CF and 27% in
the UK patients (Chi-squared test=2.4; P=0.30). The frequency
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Table 1
Clinical characteristics of the study population.
France Germany UK
Study population, n 230 95 79
Current age : median [range] 11 [6-18] 16 [6-18] 26.5 [23-54]
Sex, female / male 108/122 39/56 36/43
CFTR genotype, %
F508del homozygous 52% 62% 61%
F508del compound 37% 35% 24%
heterozygous
Other mutations 11% 3% 15%
Pancreatic insufficiency, % 92% 98% 91%
BMI Z-score : median [range] —0.49 —0.63 -0.37
[-3.33;3.80] [-4.54;1.24] [-2.77;3.26]
P. aeruginosa colonization at ~ 51% 43% 82%
age 18, % [95% CI] [41%—-63%]  [33%—-57%]  [74%—-91%]
8.14H carriers 22% 29% 27%

of 8.1AH carriers did not change markedly with age (trend test,
P=0.18).

FEV % predicted was smaller in 8.1AH carriers in each coun-
try and age class except in UK patients aged [26—30], with little
heterogeneity among age classes and countries (Cochran’s Q sta-
tistic for heterogeneity, P=0.99).The random-effect pooled differ-
ence showed that 8.1AH carriers had significantly lower FEV %
predicted overall (P<0.04, mean FEV, percent predicted differ-
ence, carriers vs. non carriers —6.4% CI95% [—12.4%, —0.5%],
Fig. 1).

Differences in BMI Z-scores according to 8.1 AH carriage
were not always in the same direction, fluctuating around
0 (Fig. 2); Cochran’s Q statistic for heterogeneity, P=0.20).
The pooled measure did not reveal any difference in nutritional
status according to 8.1AH carriage (P=0.76). Finally, chronic
colonization with P. aeruginosa was not different according
to ancestral carriage (P=0.99).

Country 8.1AH Carriers Non carriers
Age class N Mean SD N Mean SD
France

6-11 11 826 274 78 892 200
12-14 17 733 217 47 777 251
15-18 22 618 308 55 685207
Germany

6-11 7 799239 14 905154
12-14 8 757212 T 822157
15-18 13 56.5 309 46 684 26.7
United Kingdom

18-25 9 555 273 27 606 272
26-30 6 667 235 16 666 259
31.50 6 482 266 13 545 263
Overall 29 303
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4. Discussion

The key novel finding of the present study is that co-inheritance
of a widely prevalent ancestral haplotype 8.1AH is associated with
a greater lung disease severity in CF manifesting as a significantly
lower FEV| across the 3 European populations including children
and adults. Our data also suggest that in modifier gene studies, ge-
netic associations at the haplotype level may be more informative
rather than focusing on individual SNPs [17]. Moreover, our data
are consistent with the current understanding of the roles of 8.1AH
in the inflammatory response. 8.1AH has indeed been associated
with excessive and uncontrolled inflammation in various inflam-
matory disorders [18,19]. In CF, inflammation is believed to
drive the progressive destruction of the lung and the decline in
lung function which is responsible for the major morbidity and
mortality [20]. 8.1AH comprises linked polymorphisms of major
pro-inflammatory cytokines including LTA, TNF, HSP and
RAGE. TNFa and LTA are 2 key members of the TNF superfam-
ily involved in the inflammatory response. HSP70-2 protects other
proteins against aggregation and mediates the folding of newly
translated proteins. In CF, protein misfolding is thought to contrib-
ute to disease pathogenesis [21]. RAGE is a member of the immu-
noglobulin superfamily, highly expressed in pulmonary tissues
and acts as a pro-inflammatory mediator via MAP kinases and
NFB pathways activation which are both abnormal in CF [22—
24]. Moreover, neutrophils from CF airways have been shown
to express increased levels of RAGE [25]. The potential involve-
ment of this haplotype in CF phenotypic differences is consistent
with the early onset, excessive and persistent airway inflamma-
tion that is due partly to an imbalance between pro- and anti-
inflammatory cytokines in CF.

Critically, had we followed the classical single polymor-
phism approach, we would have found no association between
individual LTA, TNF, HSP and RAGE single SNPs and lung
function in our European cohort (data not shown) and yet we

MD 96%-Cl
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Fig. 1. Ancestral haplotype 8.1 AH carriage and FEV, in European patients with cystic fibrosis. FEV differences were calculated in each country and age class and
are shown as black squares with 95% confidence interval (segments). A random-effects pooled estimate of the FEV difference according to 8.1AH carriage is shown
as the bottom diamond, centered on the mean difference and extending to the limits of the pooled 95% confidence interval. On average, FEV, was significantly lower

in 8.1 AH carriers (P<0.04).
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Country 8.1AH Carriers  Non carriers
Age class N Mean SD N Mean SD MD  95%Cl
France
6-11 9 0457 118 72 -0.28 1.28 Y [958
12-14 16 -0.647 1.02 50 -040 1.21 —r— -0.2 [-08,04]
15.18 24 -0.860 1.05 54 -0.89 1.12 0.0 [-0.5:0.6]
Germany
6-11 7 -0.349 093 14 -0.30 0.84 -0.1 [0.9;0.8]
12.14 80783141 7 0186104 ———————17— -06 [-1.9;086]
15.18 13 -1.480 129 46 072126 ——®— -08 [-16,0.0]
United Kingdom
18.25 8 -0.086 0.76 23 -0.57 0.93 -—— 05 [0.2,1.1]
26-30 7 -0417 083 18 -059 131 A — 0.2 [0.7,1.0]
31.50 6 0146 130 17 013 111 e 0.0 [-1.1;1.2]
Overall 98 301 0.0 [-0.3;0.3]

I T T T T T 1

-15 105 D 056 1 15
Mean BMI-Zscore difference

Fig. 2. Ancestral haplotype 8.1 AH carriage and Body Mass Index in European patients with cystic fibrosis. BMI Z-score differences were calculated in each age class
and country and are shown as black squares with 95% confidence interval (segments). A random-effects pooled estimate of the BMI Z-score difference according to
8.1AH carriage is shown as the bottom diamond, centered on the mean difference and extending to the limits of the 95% confidence interval. There was no difference

between 8.1 AH carriers and non carriers (P=0.76).

found a significant association with the 8.1AH. The TNF
—308G/A genotype has been previously explored as potential
lung disease modifier in different CF populations, but conflict-
ing results have been shown so far [5,6,26—28]. An association
between haplotypes including 7NF variants with CF lung sever-
ity was first proposed by Yarden et al. [29]. They studied 3 vari-
ants in the 7NF promoter (—851C/T, —308G/A, —238G/A) and
one in the LTA Ist intron (+691Gins/del) in 180 European
p.Phe508del homozygous CF children (58 from Belgium and
122 from the Czech Republic). They found no association for
TNF-308G/A or TNF-238G/A but patients heterozygous for
LTA +691Gins/Gdel were more likely to have a better lung func-
tion compared to patients homozygous for LTA +691Gins; fur-
thermore they observed a higher proportion of TNF—851C
carriers in the group of patients with an FEV| below 70% pre-
dicted. These results led them to suggest that associations be-
tween the 7NF gene and CF phenotypes could involve
haplotypes rather than single genotypes. The interpretation of sin-
gle locus associations has indeed several limitations, and there is
evidence that in a complex disease such as CF, analyses based on
haplotypes can provide additional power in detecting significant
association [4].

In CF, association between 8.1 AH and lung disease has been
previously explored by Laki et al. in 72 CF patients, 39 of
which were p.Phe508del homozygote and 33 p.Phe508del
compound heterozygous [10]. They showed that 8.1AH was as-
sociated with delayed onset of respiratory colonization with
Staphylococcus aureus and P. aeruginosa, two major patho-
gens associated with lung disease severity in CF. They conclud-
ed that the excessive inflammatory response associated with the
8.1AH may influence the defense system efficiency against
some microorganisms. Another recent study also suggests a
protective effect of 8.1AH carriage in a healthy population
with severe pulmonary infection [30]. Several alterations of
the immune response have also been shown to be correlated

to AH 8.1, and even immunoglobulin (Ig) levels seem to be
influenced by this haplotype [31,32]. Interestingly, Candore et
al. have shown that 8.1AH carriers had decreased IgG2 serum
levels, which might decrease bacterial clearance and favor
chronic colonization [33]. Larger populations of CF patients
of European origin are now being assembled, that will help
study this issue further [34]. For example, it might be that an el-
evated inflammatory response is beneficial in the early stages of
childhood CF but ultimately becomes destructive as chronic in-
fection ensues in older patients.

In summary, our findings support the concept that the very
common 8.1AH that is randomly co-inherited with defects in
CFTR, appears to be an important genetic modifier of lung dis-
ease in CF in up to one quarter of patients. Interestingly, this
highly conserved ancestral haplotype contains a cassette of
linked genes that play a key role in the inflammatory response
which together could be involved in the excessive airway in-
flammation in CF.
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2. Réplication des résultats de 'haplotype AH8.1 dans une cohorte de
patients F508del homozygotes

2.1. Population d’étude

Comme introduit ci-dessus, le but de ce travail était de valider les résultats de I'association
entre 'haplotype AH8.1 et la sévérité de I'atteinte pulmonaire. Pour cela, nous avons décidé
dans un premier temps d’analyser une large cohorte homogéne de patients. A partir du
projet national de recherche des génes modificateurs, nous avons sélectionné 1039 patients
homozygotes pour la mutation F508del et ayant 2 parents dorigine européenne. Les

caractéristiques des patients figurent dans le Tableau 4 ci-dessous :

Population d’étude, n 1039
Age, médiane [rang] 19,9 [6-57,6]
Sexe, femme / home 499/540
IMC z-score, médiane [rang] -0,76 [-4,95-2.08]
genotype CFTR, %

F508del homozygote 100%

F508del heterozygote

Autres mutations séveéres
Porteurs de 'AH8.1, n (%) 158 (15,2 %)
Kulich, Z-score théorique, médiane [rang] -0,09 [-2,33-2,33]
KNoRMA, Z-score théorique, médiane [rang] 0,28 [-1,84-3,26]

Tableau 4 Caractéristiques épidémiologiques et génotypiques de la cohorte homogéne F508del

2.2. Résultats

La distribution de la fonction respiratoire (VEMS en percentiles selon le score de Kulich et en
pourcentage prédit selon Knudson et al.) est rapportée dans les figures ci-dessous (Figure
21 a. et b. respectivement):
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Figure 21 Distribution de la fonction respiratoire dans la cohorte. A. Distribution du Z-score de Kulich. B. Distribution du
VEMS en pourcentage prédit en fonction de I’age.

La proportion d’individus porteurs de I'haplotype ancestral AH8.1 est comparable a celle
observée dans la population européenne (Kiszel et al. 2007). Dans ce groupe de patients,
nous n’observons pas d’association entre la fonction pulmonaire et la présence de
I'haplotype AH8.1, tant pour le score de Knudson (p=0,44), le score de Kulich (p=0,41) ou le
KNoRMA (p=0,88) (Figure 22 pour le VEMS selon Knudson).

8.1AH Carriers Non carriers :

Country N Mean 5D N Mean sD : MD 95%.-Cl
FR {sup. data)

[6,13] 37 84 489017 24.110331 209 85655069 28.030817 = -1.2 [-9.8,7.5]
(13,18] 36 66.356697 23.561407 146 67.706866 23.128237 1.4 [9.9;7.2]
(18,30] 78 54626194 26.756919 374 54 683437 26.212719 -0.1 [-6.6;6.4]
(30,50] 32 44 274726 21.137568 127 445310565 22922116 -0.3 [8.6;81]
All 183 856 0.6 [4.5;3.3]
Overall 183 856 0.6 [4.5;3.3]

-5 0 5
Mean FEV1% difference

Figure 22 Effets de I’haplotype ancestral 8.1AH sur la fonction respiratoire mesurée par le VEMS chez des patients
francais F508del homozygotes

2.3. Discussion

Dans cette large cohorte de patients homozygotes pour la mutation F508del, nous
n’observons pas d’association entre I'haplotype AH8.1 et la sévérité de 'atteinte pulmonaire.

86



Les analyses réalisées dans la premiere cohorte de patients européens (figure 17) avaient
mis en évidence que l'association était essentiellement visible chez les patients non
homozygotes pour la mutation F508del, ce qui pourrait expliquer I'absence de réplication ici.
Il était donc nécessaire de poursuivre cette étude de validation a la fois chez des patients
ayant des génotypes CFTR séveres non F508del homozygotes, ainsi que chez des patients
ayant des génotypes CFTR intermédiaires (voir ci-dessous).

3. Réplication des résultats de 'haplotype AH8.1 dans une cohorte de

patients séveres non F508del homozygotes

3.1. Population d’étude

Compte tenu de I'absence de validation de I'association entre haplotype AH8.1 et la sévérité
de latteinte respiratoire dans la cohorte de patients homozygotes F508del, nous avons
poursuivi notre étude de validation en sélectionnant de nouveaux patients a partir du projet
national de recherche des génes modificateurs : les patients ayant soit 2 mutations séveres
de CFTR, associées a une insuffisance pancréatique exocrine (classe I, Il ou lll), soit les
patients ayant des mutations plus modérées. Cependant, a ce jour, seuls 145 patients ont pu
étre inclus dans cette validation, ayant a la fois des données phénotypiques et de 'ADN
collectés. Tous ont des génotypes séveres (non F508del homozygotes), associés a une

insuffisance pancréatique exocrine.

Les caractéristiques des patients figurent dans le Tableau 5 ci-dessous :

Population d’étude, n 145
Age, médiane [rang] 20,7 [6,1-57]
Sexe, femme / home 70/76
IMC z-score, médiane [rang] -0,51 [-4,16-2.34]
genotype CFTR, %

F508del homozygote 0%

F508del heterozygote 31%

Autres mutations sévéres 69%
Porteurs de 'AH8.1, n (%) 23 (15,9%)
Kulich, Z-score théorique, médiane [rang] -0,06 [-2,33-2,33]
KNoRMA, Z-score théorique, médiane [rang] 0,34 [-1,78-2,85]

Tableau 5 Caractéristiques épidémiologiques et génotypiques des patients sévéres non F508del homozygotes
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3.2. Résultats

Dans cette plus petite cohorte, la proportion d’individus porteurs de I'haplotype ancestral
AH8.1 est encore une fois comparable a celle observée dans la population européenne
(Kiszel et al. 2007). Les caractéristiques staturo-pondérales et de fonction respiratoire sont
comparables au groupe précédent.

L’analyse d’association entre I’haplotype AH8.1 et la fonction respiratoire est préliminaire car
la cohorte est restreinte et doit s’enrichir. A cette date, le portage de I'haplotype AH8.1 n’est
pas associé au phénotype respiratoire, tant pour le score de Knudson p=0,83, le score de
Kulich p=0,41 ou le KNoRMA p=0,14.

3.3. Discussion

Ainsi, les analyses sont en cours dans ce groupe de patients qui doit s’enrichir avant toute
conclusion. En effet, bien que I'association avec la sévérité de l'atteinte respiratoire ne soit
pas significative a ce jour, l'effectif réduit de cette cohorte de patients non F508del
homozygotes par rapport aux précédents ne permet pas encore de conclure.
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RESULTATS

Partie 2. Etude des variants composant I’haplotype AH8.1
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4. Etude de polymorphisme AGER -429T/C

4.1. Article 2. AGER -429T /C is associated with an increased lung cystic
fibrosis disease severity

Contexte de I'étude

Le géne AGER, codant pour la protéine RAGE, semblait étre un bon candidat en tant que
géne modificateur. En effet, ce géne est un constituant de I'haplotype AH8.1 qui avait
précédemment été impliqué dans la sévérité de latteinte pulmonaire. De plus, il a
récemment été identifié dans une étude de GWAS réalisée dans une cohorte de sujets sains
comme étant associé a une détérioration de la fonction respiratoire (Hancock et al. 2010;
Repapi et al. 2010).

Les analyses ont été réalisées dans un groupe de 967 patients francais homozygotes pour la
mutation F508del. Pour déterminer si le polymorphisme AGER -429T/C a un impact sur
lactivité du promoteur, un plasmide rapporteur luciférase contenant ou non le
polymorphisme a été transfecté dans des lignées cellulaires A549 et Beas-2-b. L’activité de
la luciférase a été rapportée a lI'expression de renilla afin de rapporter au niveau de
transfection, puis les niveaux de luciférase ont été comparés entre le plasmide contenant -
429T ou -429C.

Résultats

La répartition du polymorphisme dans notre population est comparable a celle observée
dans la population caucasienne (Tableau 6, d’aprés Hapmap).

Geénotypage AGER -429T/C  Nombre de patients, n (%) Fréguence Hapmap, %

TT 709 (73,3 %) 71,7%
TC 235 (24,3 %) 25,7%
CC 23 (2,4 %) 2,7%

Tableau 6 Répartition du génotype de AGER -429T/C
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Dans cette large cohorte, il existe une association significative entre la présence du variant
et la fonction respiratoire dans la mucoviscidose. Ainsi, le polymorphisme AGER-429T/C est
associé au Knudson ajusté sur I'age (p=0,02) mais également au score de Kulich (p=0,03) et

au score KNoRMA (p=0,03).
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Abstract

The clinical course of cystic fibrosis (CF) varies between patients bearing identical CFTR
mutations, suggesting the involvement of modifier genes. We assessed the association of
lung disease severity with the variant AGER -429 T/C, coding for RAGE, a pro-inflammatory
protein, in CF patients from the French CF Gene Modifier Study.

We analyzed the lung function of 967 CF patients p.Phe508del homozygous. FEV, was
analyzed as CF-specific percentile adjusted on age, height and mortality. AGER -429T/C
polymorphism was genotyped and its function was evaluated in vitro by measurement of the

luciferase activity.

AGER -429 minor allele (C) was associated with poorer lung function (p = 0.03). In vitro, the
promoter activity was higher in cells transfected with AGER -429C compared to cells
transfected with the AGER -429T allele (p= 0.016).

AGER seems to be a modifier gene of lung disease severity in CF, and could be an
interesting biomarker of CF airway inflammation. The functional promoter AGER-429C
variant is associated with an increased RAGE expression that can lead to an increased lung

inflammation and a more severe lung disease.

Keywords: cystic fibrosis, lung function, modifier gene, receptor for advanced glycation

endproducts
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Introduction

Cystic fibrosis (CF) is the most common severe autosomal recessive genetic disease in
Caucasians caused by mutations in the CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) gene. In patients with CF, lung disease is the major cause of morbidity and
mortality. The progressive decline of pulmonary function is due to a vicious cycle of airways
infection and inflammation. The inflammatory process in CF lung is dominated by a
neutrophilic influx, associated with high concentrations of neutrophil-derived mediators, in
particular pro-inflammatory cytokines such as the interleukin (IL)-8 and the receptor for

advanced glycation endproducts (RAGE) [1, 2].

RAGE is a member of the cell surface receptor immunoglobulin superfamily. It is a
multiligand receptor with a short cytosolic domain and a large extra cellular region containing
3 immunoglobulin-like-domains (V, C1, C2 domains). These domains co-ordinately interact
and bind with different ligands, leading to the activation of several proinflammatory signalling
pathways [3]. RAGE is expressed in almost all tissues, although the highest levels are found
in the respiratory alveolar type | epithelial cells [4, 5]. It is well described that RAGE plays a
major role in lung homeostasis [4, 6]. In pulmonary diseases, RAGE has been shown to be
either increased or decreased [2, 7, 8]. Increased levels of RAGE have been observed in the
alveolar walls of patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD) compared to
controls [8]. In CF, RAGE expression has been shown to be up-regulated in the CF airway
neutrophils compared to their blood counterparts [2]. On the opposite, loss of RAGE has

been incriminated in idiopathic pulmonary fibrosis pathogenesis [7].

The gene encoding RAGE, AGER, is highly polymorphic. Several variants have been
described with various functional effects [9, 10]. Interestingly, recent genome-wide
association studies (GWAS) conducted in huge European cohorts have shown that one
AGER variant (rs2070600) was correlated with lung function [11, 12]. Moreover, we and
other have previously shown that the common ancestral haplotype 8.1, which contains the
promoter variant AGER -429T/C (rs1800625), was associated with lung disease severity in
European CF patients [13, 14].

Based upon the biologic, genetic and clinical evidence, we hypothesized that the variant
AGER -429 T/C was involved in the exuberant lung inflammation process in CF, which drives
the decline of lung function. To investigate this hypothesis, we first tested whether this

variant was associated with lung disease severity in CF patients from the French CF Gene
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Modifier Study. In addition, we tested whether this promoter variant was associated with a

modulation in RAGE expression.
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Results

Clinical characteristics of the CF patients from the French CF Gene Modifier Study and
AGER -429T/C distribution

The main characteristics of the study population are listed in Table 1. As required by the
inclusion criteria, the 967 patients were from European origin, CFTR p.Phe508del
homozygous and pancreatic insufficient. Median age was 19.8 years. The KNoRMA
distribution for the entire cohort is shown in Figure 1 [15]. Minor allele frequency of AGER-
429 T/C variant was similar to that observed in Caucasians (14.5% vs. 15.5% in Hapmap)
and did not show evidence of HWE departure (p=0.52).

AGER -429T/C association with lung disease severity

Compared to the patients homozygous for the major allele (AGER -429TT), the patients
carrying at least one minor allele (AGER -429CC and AGER -429 CT) had a more severe
lung disease severity, manifesting as a significantly lower FEV, This association was
observed for each FEV, analyzes: decrease of the mean FEV; percent-predicted (mean
difference -4.4 + 1.9%, p=0.02), lower Kulich CF-specific percentile Z-score (mean
difference: -0.17 + 0.08, p=0.03), and smaller KNoRMA (mean KNoRMA difference: -0.15 &
0.07, p=0.03).

Effects of AGER-429 T/C gene polymorphism on AGER promoter activity

To determine if AGER-429T/C modulated the activity of AGER promoter, constructs
containing either AGER-429C or AGER-429T and a luciferase reporter gene were
transfected into BEAS-2B and A549 cells. Luciferase activity, reflecting AGER gene promoter
activity, was significantly higher in cells containing AGER-429C plasmid compared to the
cells containing AGER-429T plasmid in both cell lines (Figure 2; p=0.016 in BEAS-2-B cell
line and p=0.031 in A549 cell line).
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Discussion

This study demonstrated that AGER could be a modifier gene of lung disease severity in CF.
We observed that the promoter AGER -429T/C was associated with CF lung disease severity
in a large homogeneous cohort of CF patients and was further able to modulate RAGE

expression in vitro.

We observed an increase in lung disease severity in CF patients carrying at least one AGER
-429C allele. The patients who contributed to this study constituted a large and
homogeneous cohort, thanks to the participation of most of the French CF centers. This
study was indeed an ancillary project of a national program on CF modifier genes. So far,
more than 3,500 CF patients have been included in this program, that represented around
50% of the French national CF coverage [16]. Only patients from European origin and
homozygous for the most frequent CFTR p.Phe508del mutation were selected for this study
to limit potential biases driven by ancestry and CFTR mutations. Moreover, only patients with
lung function measurements (older than 6 years) were kept to allow lung disease severity
analyses. Nevertheless, almost 1000 CF patients contributed to the study, constituting a

large and homogeneous cohort of patients with this rare disease.

One other originality of this study was the several analyzes applied to appreciate lung
disease severity in the CF patients. In CF, lung function, and specifically FEV4, decrease
remains the main indicator of lung disease severity. FEV, is generally expressed as a
percentage of a predicted value based on sex, age, and height in individuals from a healthy
reference population [17]. It has been recently recognized that these values were not
informative enough for CF [15, 18]. It is indeed obvious that a CF patient with 30% FEV, of
the reference at age 8 is much more severe than a patient with 30% FEV of the reference at
age 30. North-American CF specific reference equations have been proposed, by which the
FEV, of an individual with CF is compared not to that of a healthy reference population but
rather to that of a “typical” CF population [18]. A further modification has been applied to
obtain quantitative trait measurements corrected for attrition due to patient mortality with age
[15], and usable in genetic association studies [19], namely the KNoRMA. The use of this
recently proposed trait quantification procedure allows direct comparison of CF patients,
irrespective of age and taking into account mortality. It is therefore an improvement over the

previous approaches for comparing lung function.

We previously reported that an ancestral haplotype (8.1 AH), very common in Europeans,
was associated with lung function severity in European CF patients [13]. This ancestral

haplotype is tagged by several SNPs found near or within genes involved in the inflammatory
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response, including the presently studied AGER -429 T/C polymorphism. However, this
difference in severity could have been biased due to pooling CF patients with different CFTR
genotypes. Our present result, obtained using patients homozygous for the p.Phe508del
CFTR mutation only and all of European origin, limits the effect of such biases and highlights
the role of AGER gene. Importantly, we found that more severe lung disease was found in
those carrying the -429C polymorphism, the variant that tags the ancestral haplotype.
Variants in AGER gene have been described to modify the lung function in several genome-
wide association studies (GWAS) in large European general population cohorts [11, 12]. This
would suggest that genes found to modulate lung function in general population studies
should be systematically considered and further tested for their effect in CF, or could even be

used to prioritize the analysis of GWAS in CF studies.

We further observed that the AGER -429T/C variant, located in the gene promoter, was
involved in the regulation of RAGE expression. This observation derived from in vitro
functional assays using bronchial and alveolar epithelial cells. We have shown that AGER-
429C was associated with an increased promoter activity, which may lead to an increased
RAGE expression. This result is concordant with observations of Hudson et al. who
suggested that the -429C allele upregulated RAGE expression [20]. RAGE triggers the
generation of reactive oxygen species and the activation of signal transduction pathways
such as NF-kB, AP-1 and mitogen activated protein kinases (MAPKSs), all known to be
dysregulated in CF epithelial cells [21, 22]. Consequently, the excess of RAGE, observed in
presence of the -429C allele, may be associated with an increased airway inflammation,

enhancing the lung disease severity.

To conclude, these findings suggest that RAGE could be an interesting biomarker of lung
disease severity in CF. The functional promoter -429C variant in the gene encoding RAGE is
indeed associated with an increased RAGE expression, that can lead to an increased lung

inflammation and, consequently, to a more severe lung disease.
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Materials and methods

Ethic statement
The study was approved by the French ethical committee (Comité de Protection des
Personnes CPP n°2004/15) and the information collection was approved by the CNIL

(Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés n°04.404).

Study populations

The 49 French CF centers care for an estimated 5,000 to 6,000 CF patients. In 2006,
prospective enrollment of prevalent and incident CF patients was initiated by the French CF
Gene Modifier Consortium from 38 out of the 49 French CF centers. We selected for AGER -
429 T/C genotyping 967 CF patients who were over 6 years of age, had both parents born in
a European country and were homozygous for the CFTR p.Phe508del mutation. Patients,
parents or guardians signed an informed consent form for participation in the study as
required by French regulations. Phenotypic informations were obtained from hospital records
and collected by a single physician, blinded to the results of patients’ genotype. This included
sex, age, CFTR genotype and forced expiratory volume in one seconde (FEV,)

measurements over the last 5 years.

Quantitative phenotype score for lung function in CF patients

A common problem in the comparison of lung disease CF severity between patients is to
properly quantify the phenotype. Indeed, FEV,; percent predicted, a commonly used
approach, may mask differences as it is calculated by reference to a normal population [17].
Furthermore, age adjustment remains necessary as no correction is made for patient
selection with age due to mortality. Taylor et al. recently introduced the KNoRMA, or “Kulich
normal residual mortality adjusted”, as a quantitative phenotype for use in quantifying CF
lung function severity [15]. In short, this approach is based on first determining the age and
height adjusted CF specific FEV, percentile as in Kulich et al. [18], so that each patient is
ranked among peers of the same age by a score K between 0 and 100%; and then applying
a further correction for attrition due to mortality as S(a)* K + (1-S(a)) where S(a) is the %
survival of CF patients at age a. KNoRMA is the inverse normal transformation of this

quantity, interpreted as a z-value [15].

Genotyping
Genotyping of AGER -429T/C (rs1800625) was performed by real time polymerase chain
reaction (PCR), using the Step-One-Plus real time PCR (Applied Biosystems, USA) and the

conventional Tagman primers and probe (Applied Biosystems, Foster City, USA). Allelic

8
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discrimination was realized by endpoint measurements with specific fluorescent

oligonucleotides (detection system software of the ABI prism 7000).

Promoter functional assay

The functional role of -429T/C in the AGER gene was tested by the dual luciferase assay. A
500-bp fragment of the AGER promoter was prepared in a luciferase reporter construct
(switchgear genomics-S722831). Construct with substitution at nucleotide -429 was
generated by using the QuikChange site directed mutagenesis kit (Stratagene). Construct
was generated by amplifying the AGER gene by PCR (forward primer 5-
aaatgattttctttcacgaagetccaaacaggtttctctectg-3° and reverse primer 5-
caggagagaaacctgtttggagcttcgtgaaagaaaatcattt-3’). The constructs were then amplified in
One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (invitrogen) to obtain high-copy number
plasmids. The mutagenesis procedure was controlled by DNA sequencing of the constructs.
Human bronchial epithelial cells, BEAS-2B (ATCC, CRL-9609), and adenocarcinomic
alveolar basal epithelial cells, A549 (ATCC, CCL-185) cultivated in F-12 Nutrient Mixture with
L-glutamine (Invitrogen) containing 10% fetal calf serum and 100U/mL penicilin G-
streptomycin were incubated at 37°C in 5% CO, in a humidified incubator. We seeded 10°
cells in each well of 12 plates for 1 day before transfection to obtain 70-80% cells'
confluence. The cells were transfected with the AGER plasmid (1ug) and internal Renilla
luciferase control plasmid (100ng) using lipofectamine as transfection reagent (Invitrogen).
Eighteen hours after transfection, cell lysates were prepared with passive lysis buffer
(Promega), from the 100-ul lysate, a 20-ul aliquot was assayed for firefly luciferase and
Renilla luciferase activity using a Dual-Luciferase Reporter Assay Kit (Promega). The activity
of each promoter was directly measured by the ratio of the firefly luciferase level to the
Renilla luciferase level. In BEAS-2B and A549 cells, six independent transfection

experiments were performed in triplicate.

Statistical Analysis

Conformance of the allele frequencies with the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was
tested using Fisher's exact test. We used linear mixed models of FEV; measurements
according to age to obtain patient specific smoothed FEV prediction at the current age,
thereby fully using the longitudinal data to reduce measurement error. For each patient, the
smoothed FEV, prediction was transformed to KNoRMA as described in Taylor et al. [15].
Association between pulmonary function and genotype was assessed using a linear
regression model. We tested the effect of carriage of at least one minor allele (i.e. dominant

coding). Allele-specific differences in luciferase activity were compared using the Wilcoxon
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signed-rank test. All analyses were done using the R software. A P-value of less than 5%

was interpreted as evidence of a statistically significant difference or association.
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Figure 1. FEV, survival adjusted CF specific percentiles (KNoRMA) distribution in CF
subjects (n=967).

Distribution of the lung function according to the FEV, adjusted on the age, the height and
the mortality; expressed in KNoRMA in the entire cohort.

Figure 2. In vitro influence of AGER-429T/C polymorphism on the promoter activity
Constructs containing either AGER-429C or AGER-429T and a luciferase reporter gene were
transfected into BEAS-2B cells. Luciferase activity assays were performed in triplicate in six
independent experiments. Relative luciferase activity is represented as a ratio against the
luciferase activity in cells transfected with the AGER-429T plasmid. Luciferase activity,
reflecting activity of the AGER gene promoter, was significantly higher in cells containing
AGER-429C plasmid compared to the cells containing AGER-429T plasmid (p=0.016)
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Study population, n

967

Characteristics

Current age: median [range]

Gender (% female)

p.Phe508del homozygous, n (%)
Pancreatic insufficiency, n (%)

BMI z-score, median [range]

FEV4, % predicted, median [range]
Kulich, Z-score predicted, median [range]

KNoRMA, Z-score predicted, median [range]

AGER -429T/C
AGER -429 C carriers (MAF)

HWE (p-value)

19.8 [6.1 - 55.6]
48 %

967 (100%)
967 (100 %)
-0.76 [-6.14 - 2.08]
62.7 [2.8 - 208]
-0.07 [-2.33 - 2.33]

0.3[-1.79 - 3.21]

14.5%

0.52

second, MAF: minor allele frequency, HWE: Hardy Weinberg Equilibrium

Table 1. Clinical characteristics of the CF subjects from the French CF Gene Modifier

Study and AGER -429T/C distribution. BMI: body mass index, FEV;: forced expired volume in 1
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4.2. Résultats complémentaires sur RAGE
4.2.1. Génotypage de AGER

Le polymorphisme AGER -429T/C a également été étudié a titre individuel dans la cohorte
de patients séveres non homozygotes F508del. Dans cette population de 145 patients, on
retrouve uniquement une association avec le KNoRMA (p=0,034). Des analyses

complémentaires seront réalisées apres enrichissement de la cohorte.

4.2.2. Dosage plasmatique de sRAGE et étude génotype/phénotype

RAGE peut étre clivé par des MMPs et la forme soluble SRAGE se retrouve libérée dans la
circulation générale. Des dosages plasmatiques de la forme soluble SRAGE peuvent étre
réalisés par ELISA. Ainsi, nous avons dosé sRAGE chez 72 patients et 32 témoins sains
(Tableau 7). Lors du dosage, les patients atteints de mucoviscidose étaient tous a I'état
stable, sans exacerbation respiratoire a I'examen clinique, ni signe biologique d’inflammation
(C-reactive protéine ou CRP< 10). La majorité des patients était insuffisant pancréatique

(89%) et la moyenne d'age était significativement plus basse que celle de la population

témoin.
Mucoviscidose | Témoins P

Population d’étude, n 72 32
Age, médiane [rang] 11.4[1-20.5] 27 [22, 62] 0,0001
Sexe, femme (%) 50% 72% 0,06
genotype CFTR, %

F508del homozygote 42%

F508del heterozygote 44%

Autres mutations 14%
C reactive protéine, médiane 1[1-10] Non dose

Tableau 7 Données épidémiologiques de la population de témoins et de patients atteints de mucoviscidose ayant eu un
dosage de sRAGE

Les patients atteints de la mucoviscidose ont des taux plasmatigues de sSRAGE
significativement plus élevés a ceux des sujets sains (Eigure 23 ; p=0,0001). Néanmoains, on
ne retrouve pas de corrélation entre ces taux et la gravité de I'atteinte pulmonaire, ni avec le
variant AGER -429T/C.
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Figure 23 Comparaison des taux plasmatiques de SRAGE chez des sujets sains volontaires et des patients atteints de
mucoviscidose

On remarque l'existence de variations des taux de sRAGE en fonction de 'age chez les
patients atteints de mucoviscidose. En effet, les enfants de moins de 2 ans ont des taux
significativement supérieurs (p= 0,0001 ; Figure 24) ; aprés I'age de 2 ans, il n’y a plus de
variation en fonction de I'dge. Les taux €levés de sRAGE avant I'dge de 2 ans restent &
confirmer du fait du faible nombre d’enfant de moins de 2 ans (n=4). De plus, la différence
entre les sujets sains et les patients reste significative lorsque I'on élimine les sujets de
moins de 2 ans (p< 0,0002).

3000 -+ p=0.0001

2500 -

2000 -

1500 -
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Figure 24 Répartition des taux plasmatiques de sRAGE selon I’age chez les patients atteints de mucoviscidose
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Des données phénotypiques supplémentaires ont été recueillies pour les 72 enfants qui ont
eu des dosages plasmatiques. Aucune corrélation n'a été retrouvée entre les taux
plasmatiques et la présence d’'un diabéte, la PaO, ou les taux d’immunoglobulines G, A et M.
De méme, au niveau infectieux, aucune relation n'a été mise en évidence entre les taux

plasmatiques de sSRAGE et la présence d’'une colonisation au P. aeruginosa ou au S. aureus.

4.2.3. Etude HMGB1

Les taux plasmatiques de HMGB1 ont été mesurés chez seulement 57 patients atteints de
mucoviscidose et 16 contrdles, par manque d'échantillons plasmatiques supplémentaires.
Les taux plasmatiques chez les patients atteints de mucoviscidose étaient sensiblement plus
élevés que ceux observés chez les témoins (résultats proches de la significativité, Figure 25;
p=0,068). Aucune corrélation n'a été observée entre les taux de sRAGE et de HMGBL1, ni
entre les taux d’'HMGBL et la fonction pulmonaire. Les faibles échantillons de patients et de

témoins peuvent expliquer I'absence de significativité des résultats.

=
=]
|

p=0.068

Taux plasmatique HMGB1 (ng/mL)

QO = N W kR Uy~ 00 W
1

Mucoviscidose (n=57) Témoins (n=16)

Figure 25 Taux plasmatiques de HMGB1 chez des patients atteints de mucoviscidose et des sujets sains

4.3. Discussion

Cette étude démontre que AGER pourrait étre un gene modificateur de la sévérité de
l'atteinte pulmonaire dans la mucoviscidose. Nous avons en effet montré que le variant
AGER -429T/C, situé au niveau du promoteur, module in vitro I'expression de la protéine et
est associé a une plus grande sévérité de I'atteinte respiratoire chez des patients F508del

homozygotes. Des résultats similaires sont observés dans la cohorte de patients sévéres
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non homozygotes F508del. De plus, les taux de sSRAGE, la forme soluble du récepteur, sont

plus élevés chez des patients atteints de mucoviscidose par rapport aux témoins sains.

Cette étude montre que ce variant est impliqué dans la régulation de I'expression de la
protéine RAGE. En effet, par des études fonctionnelles réalisées in vitro dans des lignées
cellulaires alvéolaires et bronchiques, nous montrons que le variant AGER -429C est associé
a une augmentation de l'activité du promoteur et donc a une augmentation de I'expression
de RAGE. Ces résultats sont concordants avec ceux de Hudson et al. réalises
précédemment dans une autre lignée cellulaire et avec un autre agent transfectant (Hudson
et al. 2001). RAGE conduit a I'activation des voies de signalisation NF-kB et MAPK, ainsi
gu’a la génération de dérivés réactifs de I'oxygéne, tous connus pour étre dérégulés dans la
mucoviscidose (Muselet-Charlier et al. 2007; Vij et al. 2009; Saadane et al. 2011). De ce fait,
l'excés de RAGE observé en présence de lallele -429C peut étre associé a une
inflammation accrue des voies aériennes et une plus grande sévérité de [latteinte

pulmonaire.

Nous observons de plus une sévérité accrue de l'atteinte pulmonaire chez les individus
porteurs d’au moins un allele AGER -429C dans une cohorte de patients homozygotes
F508del. Ce variant est un des composants de I'haplotype AH8.1, que nous avions évoqué
comme modificateur de l'atteinte pulmonaire dans la mucoviscidose (Corvol et al. 2011). Ces
résultats que nous avons rapportés dans une cohorte de patients porteurs de tous types de
mutations, n’ont pour le moment pas été répliqués (travail en cours, voir ci-dessus). Il se
pourrait donc que ce variant soit un gene modificateur indépendamment de I'haplotype
AHS8.1.

AGER a été impliqué dans de larges études de GWAS en tant que modificateur de la
fonction pulmonaire chez des sujets sains (Hancock et al. 2010; Repapi et al. 2010). Dans la
mucoviscidose, on aurait pu supposer que cet effet risquait d’étre masqué par la sévérité
intrinseque de la maladie. Ces données suggérent que les genes mis en évidence dans les
études de GWAS dans des populations saines comme modulant l'atteinte respiratoire
devraient systématiguement étre étudiés dans la mucoviscidose, ou, au moins, étre utilisés

pour prioriser les analyses de GWAS dans la mucoviscidose.

Nous observons que les taux plasmatiques de sSRAGE sont augmentés dans la

mucoviscidose par rapport & des témoins. L'inflammation des voies aériennes est un facteur

clé dans l'atteinte respiratoire de la mucoviscidose ou il existe un déséquilibre de la balance

anti- et pro-inflammatoire. SRAGE est considérée comme une protéine anti-inflammatoire,

jouant un réle de récepteur leurre (Raucci et al. 2008). En condition aiglie d’inflammation,
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telle que le SDRA, les taux de sSRAGE sont augmentés et corrélés a la sévérité des lésions
pulmonaires (Calfee et al. 2008; Mauri et al. 2010; Nakamura et al. 2011). D’'un autre c6té,
des taux circulants diminués de sRAGE ont été observés dans la BPCO et dans la fibrose
pulmonaire (Ohlmeier et al. 2010; Smith et al. 2011; Sukkar et al. 2011). Dans la
mucoviscidose, Makam et al. ont également décrit des taux plasmatiques de sRAGE plus
élevés que les taux pulmonaires (Makam et al. 2009). lls ont mesuré les taux de sRAGE
dans le plasma de patients atteints de mucoviscidose, les taux obtenus étaient comparables
aux notres. Les métalloprotéases étant augmentées dans la mucoviscidose, on peut
supposer que cet exces pourrait accroitre le clivage de SRAGE avec, en conséquence, une
majoration des taux plasmatiques (Zhang et al. 2008; Jackson et al. 2010). Comme nous le
verrons ci-dessous, 'augmentation des taux de sRAGE est corrélée a celle des taux de TNF-
a (Figure 29), ce qui est faveur de l'implication de sSRAGE dans I'inflammation sans que cela

ne préjuge de son rdle pro- ou anti-inflammatoire.

Nous avons également montré que les taux plasmatiques de sRAGE sont plus élevés chez
les enfants de moins de 2 ans. Ces résultats restent a confirmer du fait du faible nombre
d’enfants inclus. Néanmoins, on pourrait supposer que ces résultats soient liés a I'implication
de RAGE dans la croissance alvéolaire. Aucune étude n’a été réalisée sur la cinétique de
RAGE et sSRAGE en fonction de I'dge. Néanmoins, dans I'étude de Boor et al. qui comparent
les taux de sRAGE chez des méres et leurs enfants, on remarque que les nourrissons ont
toujours des taux plus élevés que ceux de leur mére (Boor et al. 2010). Une étude chez la
souris a consisté a comparer des souris knock out (KO) pour RAGE a des souris sauvages
et des souris surexprimant RAGE. Dans ce cas, les souris KO ne présentent pas d'anomalie
de la morphogénése ; ce qui suggerent la présence d'autres récepteurs qui compensent
'absence de RAGE. Au contraire, dans le modéle de souris surexprimant RAGE, les souris
présentaient une hypoplasie sévére (Reynolds et al. 2011). Ils concluent donc a la nécessité
d’une régulation fine de RAGE dans la croissance pulmonaire. Une étude paralléle des taux
de RAGE et sRAGE sembleraient intéressantes pour préciser leur implication dans la

croissance pulmonaire.

Dans notre étude, nous retrouvons une augmentation de HMGB1, ligand de RAGE, par
rapport a des témoins, méme si cette différence n’atteint pas la significativité. La petite taille
de notre échantillon peut expliquer cette absence de significativité. Des études antérieures
sur l'activité de HMGB1 s’étaient intéressées a son implication dans des pathologies
respiratoires. Dans la BPCO et I'asthme, les niveaux de HMGBL1 plasmatiques et dans les
ECBC étaient plus élevés que chez des contrbles et corrélés a la sévérité de la maladie (Hou
et al.; Watanabe et al.). Les taux de HMGB1 dans les expectorations sont corrélés
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positivement aux taux plasmatiques dans I'asthme mais pas dans la BPCO (Hou et al.).
HMGB1 est également élevé dans les expectorations de patients atteints de mucoviscidose
par rapport a des témoins sains (Rowe et al. 2008). De plus, les concentrations de HMGB1
sont corrélées avec les taux sanguins de neutrophiles et HMGB1 induit l'activité
chémotactique des neutrophiles.

5. Etude du polymorphisme de HSP 1267A/G

5.1. Génotypage du polymorphisme

Dans notre cohorte de patients homozygotes pour la mutation F508del, nous n’avons pas
retrouvé d’association entre le polymorphisme HSP1267A/G et la pente de déclin du VEMS.
Au contraire, dans la population de patients séveres non homozygotes F508del, le
polymorphisme est associé aux scores de Kulich (p=0,04) et au KNoRMA (p=0,036). Cet
effet est d’'autant plus important dans la sous-population de femmes (Kulich p=0,013 et
KNoRMA p<0,01).

5.2. Etude fonctionnelle du polymorphisme

Les fibroblastes issus de derme de 6 sujets sains ont été mis en culture et trypsinés au bout

de 5-6 semaines lorsque les flasques étaient a confluence (Figure 26).

Figure 26 Culture de fibroblastes a partir d’explants dermiques
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5.2.1. Génotypage de '’haplotype ancestral AH8.1

Une fois a confluence, 'ADN des six échantillons a pu étre recueilli a l'aide du QlAamp®
DNA mini kit (Quiagen) et génotypé pour les 4 polymorphismes composant I'haplotype. Les

résultats étaient les suivants:

SNP HSP LTA TNF AGER

Patient

Patient 1 GG AG GG TT
Patient 2 AA AA GG TT
Patient 3 AG AA GG TT
Patient 4 AG AG GG TT
Patient 5 GG AA GG TT
Patient 6 AG AA GG TT

Tableau 8 Génotypage de I’haplotype AH8.1 a partir des fibroblastes de 6 patients

Seuls les patients 2, 5 et 6 ont été analysés par la suite car ils variaient uniquement pour le
polymorphisme HSP 1267A/G (Tableau 8). Le patient 3 n’a pas pu étre pris en compte du

fait d'une prolifération cellulaire lente, et d’'un nombre insuffisant de réplication a ce jour.

5.2.2. Recueil d’ARN et PCR semi quantitative

Afin d’étudier I'impact du variant sur la quantité et la stabilité du transcrit de HSP70, nous
avons comparé les taux d’ARNm entre les fibroblastes de patients porteurs ou non du
polymorphisme. Nous avons extrait 'ARNm des fibroblastes en présence ou non de
l'inhibiteur de transcription (Actinomycine D), utilisé pour bloquer la transcription et étudier la
stabilité de TARNm. Les taux d’ARN, évalués par PCR semi-quantitative, ont été comparés
entre les 3 patients pour évaluer I'impact du variant puis entre les 3 patients en présence
d’actinomycine D pour rechercher une différence de stabilité de TARNm. Les PCR semi-
guantitatives étaient réalisées en triplicat et les échantillons recueillis a partir de 4 passages
différents de cellules. On ne retrouve pas de différence significative entre les taux de base
d’ARNm des 3 patients, ni entre les taux de transcrits en présence d’actinomycine D (Figure
27).
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Figure 27 Comparaison des taux d’ARNm mesuré dans les fibroblastes, en fonction de leur génotype et en présence ou
non d’actinomycine D

5.3. Discussion

Nous retrouvons une association entre le polymorphisme HSPA1B 1267A/G et les scores de
Kulich et de KNoRMA uniquement dans la population de patients sévéres non F508del et de
facon prépondérante chez les femmes. Sur le plan fonctionnel, on ne retrouve pas
d’'association entre le variant et les taux de transcrits, ni avec la stabilité du transcrit. Ces
résultats sont concordants avec ceux précédemment décrits. Bien que ce variant ait été
impliqgué en tant que géne modificateur dans différentes pathologies (Favatier et al. 1997;
Waterer et al. 2003; Gombos et al. 2008), il n’a pas été retrouvé d’association avec les taux
d’ARNm (Schroeder et al. 2000; Temple et al. 2004). Cependant, la présence de l'allele A,
en désequilibre de liaison avec l'allele C du variant HSPA1B -179T/C, a été associé a une
diminution de production d’ARNm HSPAI1B (Temple et al. 2004), ainsi qu’'a une diminution
de la protéine HSP70 (Kee et al. 2008).

Dans notre étude, nous n'avons pas recherché la présence d'autres variants de HSP qui
pourraient influencer les résultats. De plus, les expériences ex-vivo ont été réalisées sur
seulement 4 passages et chez un seul patient dans chaque groupe, tous de sexe masculin. Il
semblerait donc intéressant de poursuivre cette étude sur une plus large cohorte, avec un
sexe ratio équitable et de réaliser des travaux similaires chez des patients atteints de

mucoviscidose.
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6. Etude du polymorphisme TNF -308G/A

6.1. Génotypage du polymorphisme

Des études du polymorphisme TNF -308G/A ont déja été conduites dans de nombreuses
pathologies, y compris au niveau pulmonaire ou les individus hétérozygotes auraient un
risque plus faible de développer une bronchite chronique obstructive ou un cancer
pulmonaire (Stankovic et al. 2009). Des études de fonctionnalité ont été réalisées,
recherchant un lien entre ce polymorphisme et la production de la protéine (Kaijzel et al.
2001). Plus particulierement dans la mucoviscidose, ce SNP TNF -308G/A a été étudié ex
Vivo, associé non significativement a une augmentation des taux de TNF-a (Schmitt-Grohe et
al. 2006). Dans notre étude, nous n'avons pas mis en évidence d’association entre la
présence de ce polymorphisme et la fonction respiratoire dans les 2 populations de patients

atteints de mucoviscidose (F508del homozygote et sévére non F508del homozygote).

6.2. Dosages plasmatiques

Nous avons également réalisé des dosages par ELISA de cette protéine. En présence de
l'allele mineur TNF -308A, les taux de TNF-a sont inférieurs (77,5 pg/mL vs 8,5 pg/mL) mais
sans que cette différence ne soit statistiquement significative (P=0,22, Figure 28). De plus,

nous n'avons pas trouvé d’association avec I'haplotype 8.1AH ou la sévérité clinique.

300 - p=0.22

250 -

200 -

150 -

100 -

Taux plasmatique {pg/mL)

—

TNF -308GG Alléle mineur A

Figure 28 Dosages plasmatique du TNF-a chez 46 enfants en fonction de la présence du polymorphisme TNF -308A/G

Comme nous l'avions évoqué précédemment (page 88), il existe une corrélation positive
entre les taux de TNF-a et de SRAGE (FEigure 29, p=0,01).
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Figure 29 Corrélation des taux plasmatiques de sRAGE et de TNF-a dans la mucoviscidose (p=0,01)

6.3. Discussion

AU total, nous n’avons pas retrouvé d’association entre la présence du variant TNF -308G/A
et la fonction pulmonaire, ni dans la population F508del homozygotes, ni dans la cohorte de
patients séveres non F508del homozygotes. De plus, nous n’avons pas trouvé non plus
d’association entre les taux de TNF-a et ce polymorphisme. Il est difficile de tirer des
conclusions car les taux ont été obtenus dans un faible nombre de patients surtout pour le
groupe de patients porteurs de lallele mineur (n=8). Néanmoins, ces résultats sont
concordants avec ceux de la méta-analyse réalisée chez des sujets et qui ne retrouve pas

d’association entre ce variant et les taux circulants de TNF-a (Mekinian et al. 2011).

Comme nous l'avons évoqué ci-dessus, I'augmentation des taux de sSRAGE est correlée a
celle des taux de TNF-a (Figure 29). Ce résultat n’est pas surprenant dans cette pathologie
ou il existe une inflammation exacerbée et incontrélée. Il serait intéressant de rechercher si

on trouve cette méme association au niveau pulmonaire dans des ECBC.
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7. Etude du polymorphisme LTA +252A/G

7.1. Génotypage du polymorphisme

Le variant génétique LTA 252A/G est situé au niveau d’un intron. Dans notre cohorte de
patients homozygotes pour la mutation F508del, nous n’avons pas retrouvé d'association
entre le polymorphisme LTA 252A/G et la pente de déclin du VEMS. Au contraire, dans la
population de patients séveres non homozygotes F508del, le polymorphisme est associé aux
scores de Kulich (p=0,03) et au KNoRMA (p=0,013).

7.2. Etudes fonctionnelles du polymorphisme

7.2.1. Dosages plasmatiques

Nous avons également réalisé des dosages ELISA dans le plasma, les taux sont trés faibles,
voire indosables et nous n’avons pas mis en évidence de corrélation entre les taux de LTA et

la sévérité clinique ou le polymorphisme.

7.2.2. Analyses bioinformatiques

Nous avons recherché a I'aide d'un logiciel spécialisé des modifications du site d’épissage
en présence du polymorphisme. Ces recherches en bioinformatique ont été réalisées en
collaboration avec Abdel Aissat (unité INSERM U955, "Génétiqgue moléculaire &
Développement").

Pour cela, nous avons identifié la séquence a I'aide du site Ensembl Genome Browser. Ce
site permet d’identifier la séquence de transcrit consensus qui code la protéine officielle,
indiquée par la présence d'un numéro Consensus CDS ou « CCDS ». Il existe 2 formes de
transcrit avec une taille de l'intron 1 variable (431 ou 287 paires de base). Une fois la
séguence complete avec exon et intron récupérée, nous avons identifié le polymorphisme

252A/G, situé entre lesexons 1 et 2 :

CCAGGGGCTCCGCACAGCAGGTGAGGCTCTCCTGCCCCATCTCCTTGGGCTGCCCGTGCTTCGTGCTTTGGACT
ACCGCCCAGCAGTGTCCTGCCCTCTGCCTGGGCCTCGGTCCCTCCTGCACCTGCTGCCTGGATCCCCGGLCTGC
CTGGGCCTGGGCCTTG

[A/G]

GTTCTCCCCATGACACCACCTGAACGTCTCTTCCTCCCAAGGGTGTGTGGCACCACCCT

Intron ;

121



La séquence est ensuite analysée a laide du site «Human Splicing Finder »

(http://www.umd.be/HSF/), sans, puis avec le polymorphisme afin d'étudier les différences

observées sur les sites silencer et enhancer pour chacun des 2 transcrits.
Il n"apparait pas de sites donneurs ou accepteurs en présence du polymorphisme (Eigure
30).

You analyze your own sequence
1 ACAGCAGGTG AGGCTCICCT GCCCCATCTC CTTGGGCIGC CCGTGCITCG TGCTITGGAC TACCGCCCCG CAGTIGICCIG CCCTCTGCCT GGGCCICGGT
101 CCCTCCTGCRA CCIGCTGCTG CCTGGATCCC CGGCCTGCCT GGGCCIGGGC CTTGGIGGGT TIGGTTITGE TTTCCTITCTC TGICTCTIGAC TCTCCATCTG
201 TCAGTCTCAT TGICTCTGIC ACACATTCTC TGTTITCTGCC ATGATTCCTC TCTGITCCCT TCCTGICICT CTCTGICTCC CTCTGCTCAC CTTGGGGTTT
301 CTCTGACTGC ATCTTGTCCC CTITCICIGIC GATCTCTCTC TCGGGGGICG GGGGETGCIC TCICCCAGGGE CGGGAGGTCT GICTTCCGCC GCGIGCCCCG
401 CCCCGCTCAC TGICTICICTC TCTCTCTCTC TTTCICIGCA GGTTCTCCCC ATGACACCAC CTGAACGTCT CTTCCICCCR AGGGTGIGTG GCACCACCCT
501 ACACCTCCIC CTTCTGGGGC TGCTGCTGGT TCTGCTGCCT GGGGCCCAGG TGAGGCAGCA GGAGAATGGG GGCTGCIGGG GIGG

Substitution at position 244 (A=G)

1 ACAGCAGGTG AGGCTCICCT GCCCCATCTC CTTGGGCIGC CCGTGCITCG TGCTITGGAC TACCGCCCCG CAGTIGICCIG CCCTCTGCCT GGGCCICGGT
101 CCCTCCTGCRA CCIGCTGCTG CCTGGATCCC CGGCCTGCCT GGGCCIGGGC CTTGGIGGGT TIGGTTITGE TTTCCTITCTC TGICTCTIGAC TCTCCATCTG
201 TCAGTCTCAT TGICTCTGIC ACACATTCTC TGTTITCTGCC ATGGTTCCIC TCTGITCCCT TCCTGICICT CTCTGICTCC CTCTGCTCAC CTTGGGGTTT
301 CTCTGACTGC ATCTTGTCCC CTITCICIGIC GATCTCTCTC TCGGGGGICG GGGGETGCIC TCICCCAGGGE CGGGAGGTCT GICTTCCGCC GCGIGCCCCG
401 CCCCGCTCAC TGICTICICTC TCTCTCTCTC TTTCICIGCA GGTTCTCCCC ATGACACCAC CTGAACGTCT CTTCCICCCR AGGGTGIGTG GCACCACCCT
501 ACACCTCCIC CTTCTGGGGC TGCTGCTGGT TCTGCTGCCT GGGGCCCAGG TGAGGCAGCA GGAGAATGGG GGCTGCIGGG GIGG

The sequences analyzed in HSF are underlined.

HSF Matrices

Positions are fixed for +4 and +5 intronic nuclectides. Experimental

If cryptic site General Matrix Specific +3 position Matrix
Sequence cDNA | Splice site " New splice use,
Position Position type Motif site exon length | Wild |, Wariation| Nucleotides at +4 +5 | Wild ||, - Wariation
variation | Type (%) positions Type (%)
241 241 Donor |ATGATTCCT| ATGgttcct 4162 | 6845 | +64 48
Threshold values:
5 Matif: 0 3 Motif: 0
5 Motif 3’ Motif
Sequence cDNA i o
e o Ref Ref Mut Mut | Variation c Ref E Mut | Variation
i [Resiirm Motif | Score | Motif | Score (%) et Score (L Score (%)
223 223 ACATTCTCTGITTCTGCCATGAT| 031 |acattctctgtttctgccatGGT| -0.03 -109 68
225 225 ATTCTCTGITICTGCCATGATTC| -7.99 |attctctgtttctgoccatggTIC| 0.75 +109.39

No difference between mutant and reference sequence was found with this matrice.

Figure 30 Recherche de site d’épissage a I’aide du site Human Splicing Finder

Les scores sont trop faibles aprés mutation pour que ces sites soient retenus.

Nous avons ensuite étudié les sites potentiels silencers, favorables pour épisser un intron.

122



Silencer motifs from Sironi et al.
Mo difference between mutant and reference sequence was found with this matrice.

E5S decamers from Wang et al.
Mo Silencer motif found with this matrice

cDNA Position Reference sequence Set Mutant sequence Set Variation
244 GTTCCT 2.3 New Site
No Silencer motif found with this matrice
Predicted from Zhang & Chasin (I
Mo Silence his matrice
IIEs from Zhang et al.
Sequence Position cDNA Position refjr';r:;e;en;zg:‘ce mi't:;c:;qn:::ie Variation
241 241 ATGATT ATGGTT
242 242 TGGITC Mew Site
244 244 GITCCT New Site

hnRNP motifs - Experimental
Mo Silencer motif found with this matrice

Exonic Splicing Regulatory Sequences from Goren et al.

Mo difference between mutant and reference was found with this matrice.

Figure 31 Apparition de nouveaus site silencer en présence du variant

Le polymorphisme crée des sites potentiels silencers, ce qui est bénéfique dans I'élimination

de l'intron (Eigure 31).

Enfin, le polymorphisme détruit des sites enhancers, ce qui la encore favorise I'épissage de

lintron (Eigure 32).

ESE Finder matrices for 5Rp40, SC35, SF2/ASF and SRp55 proteins

Threshold values:
SF2/ASF: 72.98 SF2/ASF (IgM-BRCA1): 70.51 SRpd0: 768.08 SC35: 75.05 SRph5: 73.86
Variation expresses the difference between reference and mutant values. Wild Type value is taken as reference.

|Sequence Position ‘CDNA Pnsition|Linked SR protein| Reference Motif (value I}-1DI}}|Linked SR protein|Mulanl Motif (value I}-1DI}}| Variation |
243 | 23 SC35 GATTCCTC (78.98) | SC35 |  cerrccrc(81.19) | +28 % |
RESCUE ESE hexamers
Mo Enhancer motif found with this matrice
Predicted PESE Octamers from Zhang & Chasin (Old Dataset)
Sequence Position cDNA Position Reference motif ) Mutant motif S Variation
reference sequence mutant sequence
243 243 GATTCCTC 31.38
Predicted PESE Octamers from Zhang & Chasin (New Dataset)
Sequence Position cDNA Position Reference motif LoriEline i) Mutant motif (Lt el L4 Variation
reference sequence mutant sequence
243 243 GATTCCTC 29.61
EIEs from Zhang et al.
Mo difference between mutant and reference sequence was found with this matrice.
ESE motifs from HSF - Experimental
Threshold values:
Tra2: 75.964 9G8: 59.245
Variation expresses the difference between reference and mutant values. Wild Type value is taken as reference.
Sequence Position|cDNA Position|Linked ESE protein|Reference Motif (value 0-100)|Linked ESE protein|Mutant Motif (value 0-100) Variation

240 240 9G8 CRTGAT (63.36)

Figure 32 Disparition de site enhancer en présence du variant
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Au total, il semble que ce variant ne modifie pas I'épissage et n’'ait donc pas de répercussion
sur la protéine. Néanmoins, ce variant est situé dans un intron d’'un gene qui a un premier
exon non-codant et dont il existe 2 formes de transcrit. Ce variant pourrait affecter la
transcription de I'ARN et modifier la proportion de chacune des 2 formes. Si le
retentissement de ce polymorphisme sur la fonction respiratoire est confirmé sur une plus
grande cohorte, il pourrait étre intéressant de quantifier chacune des 2 formes d’ARNm a la
recherche d’une modification de répartition.

Les études de fonctionnalité n’ont pas été poursuivies a ce jour pour ce variant.
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DISCUSSION GENERALE ET
PERSPECTIVES



La mucoviscidose est caractérisée par une importante variabilité phénotypique due en partie
a l'influence de génes modificateurs seuls ou regroupés en haplotype. L’atteinte respiratoire
reste la principale cause de morbi-mortalité de cette maladie. La sévérité de I'atteinte
respiratoire est essentiellement estimée par la pente de déclin de la fonction respiratoire.
Dans les CRCM, les patients ont des mesures pluriannuelles de la fonction respiratoire, et,
en particulier de leur VEMS. Ces mesures permettent au clinicien de suivre I'évolution d’'un
patient mais également de le comparer aux autres patients afin d’apprécier la sévérité de sa
maladie respiratoire. Jusqu’alors, les VEMS étaient exprimés en pourcentage des valeurs
attendues pour I'age et la taille des patients. Ces pourcentages dérivent d’équation mises au
point il y a plusieurs décennies dans des groupes de sujets sains de différentes ethnies par
Knudson et al. puis Hankinson et al (Knudson et al. 1976, Hankinson et al. 1999). Plus
récemment, il est apparu indispensable de pouvoir estimer la sévérité des patients atteints
de mucoviscidose non pas par rapport a des sujets sains, mais, au contraire par rapport a
d’autres patients. Ces mesures permettent ainsi de « classer » des patients sur une échelle
de percentiles (Kulich et al. 2005). De facon tout a fait intéressante et méme si ceci était
pressenti par les médecins suivant régulierement les patients, les percentiles varient peu
avec le temps, ce qui signifie qu'un patient a trés souvent une atteinte respiratoire d’'emblée
« Séveére » ou, au contraire « modérée ». Les thérapeutiques permettent bien sar de ralentir
le déclin de la fonction respiratoire mais de fagon similaire pour un méme groupe de patients.
Ces nouvelles mesures ont récemment été enrichies par une correction en fonction de la
survie des patients et ont été baptisées score KNORMA (Taylor et al. 2011). L'utilisation de
ce score pour mesurer la sévérité de l'atteinte respiratoire dans la mucoviscidose est encore

peu répandue, et constitue une des originalités de ce travail.

Haplotype ancestral AH8.1

Dans la premiéere partie, nous avons cherché a déterminer I'impact de I'haplotype AH8.1 sur
le phénotype respiratoire dans la mucoviscidose. L'étude préliminaire que nous avons
réalisée, a consisté a analyser I'haplotype ancestral AH8.1 dans une cohorte européenne de
patients atteints de mucoviscidose. Nous avons observé que I'haplotype AH8.1 accélérerait
la pente de déclin du VEMS. Dans cette cohorte, les résultats étaient plus marqués dans la
sous-population de patients non F508del homozygotes. Toute étude de génotypage
nécessitant d'étre répliquée dans une cohorte indépendante, nous avons ensuite analysé
une cohorte homogene de plus de 1000 patients francais F508del homozygotes. Dans cette

cohorte, nous n'avons pas retrouvé l'association précédemment décrite. Aux vues de
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'ensemble de ces résultats, il semblait intéressant d’analyser des patients non F508del
homozygotes, en distinguant ceux qui étaient porteurs de mutations séveres de CFTR et
ceux ayant un phénotype intermédiaire. A ce jour, seuls 145 patients frangais au génotype
sévere non F508del homozygotes ont pu étre génotypés. Dans cette cohorte, I'haplotype
AHB8.1 montre une tendance similaire a notre premiére étude, bien que la différence ne soit
pas significative. Au total, I'haplotype ancestral AH8.1 pourrait avoir un impact sur le
phénotype respiratoire chez des patients séveres non homozygotes F508del mais des
analyses complémentaires sont nécessaires. Nous poursuivons donc les génotypages dans
ce dernier groupe de patients. Nous prévoyons également de génotyper les patients
présentant des mutations « modérées » de CFTR, associées a un phénotype intermédiaire.
L'identification de cet haplotype en tant que modificateur permettrait de cibler précocement
les enfants les plus a risque de développer une forme sévére de la maladie et d’adapter la

stratégie thérapeutique.

Il faut souligner de plus que cet haplotype est situé dans le complexe HLA, impliqué dans la
réponse immuno-inflammatoire. L’haplotype ancestral AH8.1 est ainsi défini par certains
constituants du systeme HLA de classe | et Il. Il serait intéressant de réaliser un typage HLA
chez les patients atteints de la mucoviscidose, afin d'évaluer si ces patients ont des
caractéristiques HLA particuliéres, associées a la sévérité de leur atteinte respiratoire. A ce
jour, nous n'‘avons pas connaissance de telles études et envisageons donc d’analyser le
complexe HLA. Le typage des patients est treés couteux, nous étudierons donc ce complexe
dans un premier temps par une reconstruction appropriee des GWAS qui ont été réalisés
chez une partie des patients du projet national des genes modificateurs. Il est de plus utile
de rappeler ici que les résultats récemment publiés des GWAS réalisés par le consortium
Nord-Américain des génes modificateurs de la mucoviscidose, ont montré que certains
variants du systeme HLA de classe | (en position 6p21.3) pouvaient étre associés a la
sévérité de I'atteinte respiratoire (résultat non significatif mais tendance a confirmer) (Wright
et al. 2011). Cette région est trés proche de celle qui concerne notre haplotype et des
collaborations sont en cours afin d’affiner ces résultats, les 2 consortiums, Nord-Américain et

Francais, collaborant depuis prés de 2 ans maintenant (consortium international).

Analyses fonctionnelles des polymorphismes

L'identification d'une association entre un géne ou un haplotype et un caractere

phénotypique n'implique pas I'existence d’'une relation de cause a effet, d'ou la nécessité de

compléter ce type d'étude par des analyses biologiques et des études de fonctionnalité. Or il
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est difficile d'inclure la totalité de [I'haplotype dans un vecteur et de le transférer
secondairement dans une cellule sans en perturber le fonctionnement. L’idéal serait de
réaliser une analyse ex vivo a l'aide de cellules de patients porteurs de I'haplotype et de
mutations différentes de CFTR. Pour le moment, nous avions comme second objectif
d’étudier linfluence biologique de chacun des polymorphismes composant I'haplotype

isolément.

RAGE

La protéine RAGE, majoritairement exprimée au niveau pulmonaire et impliquée dans la
réponse inflammatoire et dans la croissance pulmonaire, a déja été impliquée dans des
pathologies inflammatoires et pulmonaires, c’est pourquoi il s’agit du premier variant auquel
nous nous sommes intéressés. Nous avons étudié I'impact de AGER sur le phénotype
respiratoire et I'expression protéique. Nous avons retrouvé une association entre le variant
AGER-429T/C et la sévérité du phénotype respiratoire dans la cohorte francaise de patients
homozygotes F508del. Ces résultats sont d’autant plus intéressants que le score de
KNoRMA est perturbé, or comme nous lavons vu précédemment ce score est
spécifiqguement adapté a la mucoviscidose et adapté en fonction de la survie des patients.
De plus, in vitro, nous avons montré que ce variant est associé a une augmentation d’activité
du promoteur. On peut donc supposer que ce polymorphisme induirait une augmentation de
production de la protéine, impliquée dans l'inflammation. Enfin, il existe une augmentation de
la forme secrétée sRAGE et du ligand HMGB1 chez des patients atteints de mucoviscidose
par rapport a des témoins. Aucune association n'a été retrouvée entre ces taux et le

polymorphisme.

Une étude antérieure avait retrouvé une augmentation de RAGE au niveau des
polynucléaires neutrophiles des voies aériennes par rapport au plasma et une relation
inverse pour sRAGE (Makam et al. 2009). Dans notre étude, nous retrouvons une
augmentation des taux de SRAGE chez des patients atteints de mucoviscidose par rapport a
des témoins. Il semblerait intéressant de rechercher une corrélation entre les taux de RAGE
et de sSRAGE afin de pouvoir utiliser le dosage plasmatique de SRAGE comme un marqueur
spécifique d’inflammation. En effet, ce dosage est peu invasif, nécessitant uniquement un
prélevement sanguin et il aurait l'avantage d’avoir une spécificité d'organe étant
majoritairement exprimé par le poumon. Afin de vérifier cette hypothése, il pourrait étre utile
de doser la protéine lors de chaque exacerbation et en fin de traitement afin d'évaluer
I'existence de seuils et I'intérét dans le suivi des patients.
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Controler Tlinflammation des voies respiratoires dans la mucoviscidose par des
thérapeutiques ciblées est d’'une importance capitale et de nombreux traitements a visée
anti-inflammatoire ont été évalués (Koehler et al. 2004). A forte dose par voie orale et
lorsqu’il est prescrit sur une longue période, libuproféne, un anti-inflammatoire non
stéroidien, diminuerait le déclin de la fonction chez les patients atteints de mucoviscidose
mais ne réduirait pas la fréquence des hospitalisations (Konstan et al. 1995). L'effet
bénéfique des corticoides inhalés n'a pu étre établi dans la mucoviscidose (Dezateux et al.
2000). Les macrolides sont actuellement de plus en plus utilisés comme anti-inflammatoire
dans cette pathologie, bien que leur mécanismes d'action ne soient pas actuellement
totalement élucidés (Cai et al. 2011). Néanmoins, il semblerait intéressant de développer des
thérapeutiques ciblées et adaptées au génotype des individus. Actuellement, des anticorps
anti-RAGE se développent dans d’autres pathologies inflammatoires ou RAGE a pu étre
impliquée. Ainsi, dans la maladie d’Alzheimer, des anticorps anti-RAGE pourraient limiter la
neurotoxicité de la maladie et un vaccin combiné a des anticorps anti f-amyloides serait plus
efficace qu'en présence d’anti 3-amyloides seuls (Webster et al. 2012). De méme, dans le
cancer pulmonaire, des anticorps anti-RAGE ont également permis de limiter la progression
de la maladie et sont actuellement a I'étude dans le traitement des métastases (Mizumoto et
al. 2012). Ces thérapeutiques pourraient étre testées dans la mucoviscidose, ou il existe une
inflammation exacerbée et incontrdlée, avec une augmentation des taux de RAGE au niveau
pulmonaire (Makam et al. 2009). Les anticorps pourraient étre utilisés en traitement local afin
de limiter les effets secondaires. Ce traitement serait d’autant plus utile chez les individus
porteurs du variant AGER -429T/C, qui présentent une plus grande sévérité phénotypique,
liee a linflammation. Bien sar, Il faudra au préalable valider I'association entre les taux de
RAGE pulmonaire dans des ECBC et la présence du variant dans une large cohorte de

patient F508del homozygotes.

HSP

La protéine CFTR mutée est prise en charge par les HSPs pour étre dégradée dans le
protéasome. Comme lors de précédentes études, nous n'avons pas retrouvé d’impact du
variant exonique HSPA1B 1267A/G sur la quantité de transcrit. De méme, nous n'avons pas
mis en évidence d’effet sur la stabilité de ’TARNmM en sa présence. Néanmoins, nous avons
retrouvé un effet sur la fonction respiratoire, chez des patients au génotype sévére non
F508del homozygotes et surtout chez les femmes. Ces résultats nécessitent d’étre confirmés

sur une plus grande cohorte par génotypage associé a des études de fonctionnalité.

129



Ce polymorphisme pourrait entrainer une modification conformationnelle de la protéine. Afin
de poursuivre les investigations pour ce variant, nous avions débuté la mise au point de
western blot, afin de rechercher une différence de quantité de la protéine. Dans un second
temps, il semblerait intéressant de voir s'il existe un retentissement sur I'affinité de HSP pour
CFTR mutée, et donc sur la quantité de CFTR présente a la membrane. En cas de
modification de l'affinité, il pourrait en découler un intérét thérapeutique par le biais de la

diminution de dégradation de CFTR, qui serait moins adresser au protéasome.

Famille du TNF

Concernant les 2 membres de la famille du TNF, TNF-a et LTA, leurs implications semblaient
moins intéressantes. En effet, le géne du TNF avait déja fait 'objet de hombreuses études
aux résultats contradictoires. Une revue récente en dehors tout contexte pathologique n'a
pas retrouvé d’association entre ce variant et les taux de TNF-a (Mekinian et al. 2011).
Concernant le variant du LTA, il ne semble pas qu'il ait un impact sur I'épissage alternatif

d’aprés des études bio-informatiques réalisées au laboratoire.

Conclusion

La mucoviscidose reste a ce jour la maladie a transmission autosomique récessive la plus
létale. De nombreux progrés ont permis d'améliorer le pronostic de cette maladie,
principalement la kinésithérapie, I'antibiothérapie et les extraits pancréatiques. Les
connaissances physiopathologiques actuelles ont mené au développement de stratégies
thérapeutiques anti-inflammatoires, du fait d'une inflammation exacerbée. De plus, les
études de jumeaux ont amené le concept de genes modificateurs, responsables de
variations  phénotypiques indépendamment des facteurs denvironnement. La
compréhension de la physiopathologie a conduit & étudier des genes codant des protéines
de linflammation. L'identification de génes impligués dans l'inflammation, tels que AGER,
permettrait dans un second temps de développer des thérapeutiques adaptées et ciblées a

chaque individu.
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Haplotype ancestral AH8.1:

- Association entre 'AH8.1 et la sévérité de I'atteinte respiratoire dans
une cohorte de 404 patients européens (Corvol et al. 2011)

- Résultats non retrouvés dans une population homogénes de 1039
patients francais F508del homozygotes

- Résultats non repliqués dans une population de 145 patients
rancais au phénotype sévére non F508del homozygotes, présence
d’une tendance a confirmer

L
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AGER-429T/C:

- Variant associé a une plus
grande sévérité de l'atteinte
respiratoire dans la cohorte
de patients F508del
homozygotes

- Variant associé a une plus
grande activité du
promoteur

- Taux plamsatique de
SRAGE plus élevés dans la

mucoviscidose par rapport a

des témoins, absence de
corrélation avec le variant
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HSP70-2

HSP70-2 1267A/G:

- Association du variant avec la fonction respiratoire
dans la cohorte de patients au génotype sévéere non
F508del homozygotes, surtout chez les femmes

- Absence d’effet du variant sur la quantit de transcrit
- Absence de modification de la stabilité de ’TARNm
en présence du variant

Figure 33 Effet de I'haplotype ancestral AH8.1 et des génes qui le composent
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LISTE DES ABREVIATIONS
A

A : adénosine

ABC : ATP binding cassette

ADN: acide désoxyribonucléique

ADP : adénosine diphosphate

AGE : advanced glycation endproducts
AINS : anti-inflammatoire non stéroidien
AMPc : adénosine monophosphate cyclique
AP-1: activator protein 1

ARNm : acide ribonucléiqgue messager
ATP: adénosine triphosphate

B

BPCO : bronchopneumopathie obstructive chronique

C
C: cytosine
Ca: calcium

CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
Cl: Chlore
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
CRCM: centres de ressources et de compétences de la mucoviscidose
D
DAMP : Damage Associated Molecular Pattern
DDP: différence de potentiel
Del: délétion
DZ : dizygote
E
ECBC : examen cytobactériologique des crachats
EFR : Explorations Fonctionnelles Respiratoires
ELISA : enzyme- linked immunosorbent assay
ENaC: Epithelial Na Channel, canal sodique
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G

G: guanidine

GSH: glutathion

GWAS: genome-wide association study
H

HLA: Human leucocyte antigen
HMGB1: high mobility globulin B 1
HNE: human neutrophil elastase
HSP: Heat Shock Protein

|

IFN-y: interferon gamma

Ig: immunoglobuline

IL: interleukine

Ins : insertion

IPE : insuffisant pancréatique exocrine
K

K : potassium

Kb : KiloBases

KDa : kilodalton

L

LBA: lavage broncho-alvéolaire
LTA: lymphotoxine A

M

MAP Kinase: mitogen-activated protein kinase
MMP: Matrix metalloproteinase
MZ: monozygote

N

Na: sodium

NBD : nucleotide binding domain
NF-kB: Nuclear Factor kappa B

o
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ORCC: Outward Rectifying Chloride Channel

P

Pb: paire de base

PCR: Polymerase Chain Reaction

PK: protéine kinase

R

RAGE: Receptor of Advanced Glycation Endproducts
RANKL: receptor-activator of NF-«B ligand

rhDNase: désoxyribonucléase recombinante humaine
ROMK : Renal Outer Medullary Potassium

ROS: reactive oxygen species

RT : reverse transcription

S

SDRA: syndrome de détresse respiratoire aigué
SNP: Single Nucleotide Polymorphism

SPE: suffisant pancréatique exocrine

STAT : signal transducer and activator of transcription
T

T: thymidine

TACE: TNF-a-converting enzyme

TGF-B: transforming growth factor beta

TIMP: tissue inhibitor of metalloproteinase

TIR: Trypsine immune-réactive

TLR: Toll like receptor

TNF: Tumor Necrosis Factor

TNFR: TNF recepteur

TRAIL: TNF-related-apoptosis-inducing ligand

U

U: uridine

\Y

VEMS: Volume expiré maximal seconde
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W

WGA : whole genome analysis
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Haplotype ancestral 8.1 dansla mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie a transmission autosomique récessive, due a des
mutations du géne CFTR. Les patients, partageant de mémes mutations de CFTR et un
méme environnement, ont une expression phénotypique variable, suggérant linfluence
d’autres génes modifiant la sévérité de la maladie, appelés génes modificateurs. L’atteinte
respiratoire, caractérisée par une inflammation exacerbée, est un facteur principal de morbi-
mortalité. L’haplotype ancestral AH8.1, impliqué dans la réponse inflammatoire, est constitué
de 4 variants : LTa +252A/G, TNF -308G/A, HSPA1B +1267A/G et AGER -429T/C. Ainsi,
l'objectif était de rechercher une association entre I'haplotype AH8.1 et la sévérité de

I'atteinte respiratoire.

Nous avons montré dans une cohorte de 404 patients européens, porteurs de différentes
mutations de CFTR, que AH8.1 était associé au déclin de la fonction respiratoire. Nous
avons taché de répliquer nos résultats dans une cohorte homogéne de 1089 patients
francgais, F508del homozygotes, sans succés a ce jour. Nous poursuivons cette étude chez

des patients porteurs d’autres mutations de CFTR.

Les variants de cet haplotype ont également été étudié séparément. Nous avons ainsi
montré que AGER-429T/C, non seulement modulait la sévérité de I'atteinte respiratoire,

mais, était également associé in vitro a une plus grande production de la protéine RAGE.

L’ensemble de ces résultats suggére a ce jour que I'haplotype AH8.1 pourrait moduler la
sévérité de l'atteinte respiratoire des patients non homozygotes pour la mutation CFTR
F508del. De plus, le variant AGER-429T/C seul, modulant la sévérité de [latteinte
respiratoire, la protéine RAGE pourrait étre envisagée comme biomarqueur dans la

mucoviscidose.

Mots clés : mucoviscidose - géne modificateur — haplotype ancestral AH8.1 - RAGE
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Pathologies du tissu adipeux et du systéme respiratoire
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Ancestral haplotype 8.1 in cystic fibrosis

Cystic fibrosis is an autosomic recessive disease due to mutations in the gene CFTR. There
is a great phenotypic variability among patients with identical mutations and with identical
environment. These data suggest that others genes, called modifier genes, may affect the
lung phenotype. Lung disease, characterized by airway inflammation, is a key component of
morbi-mortality. The ancestral haplotype AH8.1, involved in the inflammatory response, is
composed of 4 variants: LTa +252A/G, TNF -308G/A, HSPA1B +1267A/G and AGER -
429T/C. The aim of the study was to test whether this haplotype AH8.1 was associated with

lung disease severity in cystic fibrosis.

We showed in a cohort of 404 European patients, carriers of different mutations of CFTR,
that AH8.1 is associated with a greater lung disease severity. We did not succeed to
replicate our results in a homogeneous cohort of 1039 French patients F508del

homozygotes. We proceed with this study in patients, carriers of other CFTR mutations.

Variants of this haplotype were also studied separately. We have shown that AGER-429T/C,
not only modulates the severity of lung disease, but was also associated in vitro with a

greater production of the protein RAGE.

All these results suggest to date that AH8.1 haplotype could modulate the lung disease
severity in patients not homozygous for the F508del CFTR mutation. Moreover, the variant
AGER-429T/C modulated the lung disease severity and the protein RAGE may be

considered as a biomarker in cystic fibrosis.

Key words: cystic fibrosis - modifier gene - ancestral haplotype AH8.1- RAGE
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