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Introduction

La protéine A du surfactant (SP)-A est composée de SP-A1l et SP-A2 (codées respectivement par SFTPA1 et SFTPAZ2) oligomérisées en hexameres de SP-A1 et SP-A21.

Les variants hétérozygotes de SFTPA1 et SFTPA2 sont associés a des fibroses et des adénocarcinomes pulmonaires?.

Cette étude a pour but d’analyser I'effet des variants de SFTPA1 et SFTPA2 sur la localisation subcellulaire, 'oligomérisation et la sécrétion de SP-A.
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Méthodes

La localisation subcellulaires de SP-A est étudiée par immunofluorescence (IF) apres transfection de cellules HEK293.

'analyse par western blot (WB) du profil d’oligomérisation et de la sécrétion des protéines extraites est menée apres co-transfection selon les combinaisons suivantes de vecteurs
d’expression de SFTPA1 ou SFTPA2 wt (wild type) ou m (muté) ou vecteur vide (vv) porteurs de Tags différents: [SFTPA1_wt + vv], [SFTPA2_wt + vv], [SFTPA1_m + vv], [SFTPA2_m + wvv],

[SFTPA1_wt + SFTPA2_wt], [SFTPA1_wt + SFTPA1_m], [SFTPA1_wt + SFTPA2_m], [SFTPA2_wt + SFTPA2_m] ou [SFTPA2_wt + SFTPA1_m].

'étude de la spécificité des interactions entre SP-A_m et SP-A_wt est menée par co-immunoprécipitation (co-IP) puis analysée par WB.

Résultats

Localisation protéique subcellulaire

Les protéines SP-A2_wt sont décelables dans des vésicules de sécrétion alors que le
marquage cellulaire associé aux protéines SP-A2_m est diffus dans le cytoplasme sans
marquage vésiculaire (Figure 1). Les mémes résultats sont observés pour SP-Al.
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Implication de SP-A WT dans le sauvetage de SP-A mutée

En WB, le profil d’oligomérisation de SP-A2_m est anormal avec |la formation de tétrameres
sans hexameres décelables et I'absence de sécrétion de SP-A2 _m (Figure 2 A et B partie
gauche). Ces observations sont similaires avec SP-A1.

Figure 1 : Localisation subcellulaire de SP-A2.

Les protéines SP-A2 HA WT et mutées (V178M,
Y181C, C238S) sont détectées par IF avec I'anticorps
anti-HA DyLight 488 (vert). Les noyaux sont marqués
au DAPI (bleu). Barre d’échelle =10um.
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La co-transfection [SFTPA2_wt + SFTPA2_m] conduit a I'augmentation de I'expression de SP-
A2 _m, a la restauration des hexameres et d’une sécrétion pour deux des trois variants
testés (Figure 2 A et B partie droite). Les mémes résultats ont été retrouvés avec la co-
transfection [SFTPA2_wt + SFTPA1_m].

La co-transfection [SFTPA1_wt + SFTPA2_m] conduit aussi a I'augmentation de I’expression
de SP-A2_m, sans toutefois restaurer la formation des hexameres ni une sécrétion
significative de SP-A2_m. Les mémes résultats ont été retrouvés avec la co-transfection
[SFTPA1_wt + SFTPA1_m].

Les expériences de co-IP ont par ailleurs confirmé la spécificité des interactions SP-A_wt/SP-
A_m (Figure 3).
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Figure 2: Impact de SP-A_wt sur SP-A2_m.
Les protéines du lysat (A) et du surnageant (B) sont analysées par WB avec l'anticorps
anti-HA HRP. Les résultats sont résumés en C et D.
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Figure 3: Etude d’interaction SP-A_wt et SP-A_m.
Co-IP de SP-A avec des billes FLAG et révélation par WB avec l'anticorps anti-HA HRP.
Les échantillons analysées proviennent du lysat et du surnageant.

s Cette étude révele une interaction spécifique de SP-A wt et SP-A_m associée, lors de |la co-expression avec SP-A2_ wt, a une augmentation de I'expression de SP-A1_m ou SP-A2_m, mais

Conclusion et perspectives

aussi a la restauration d’un profil d’'oligomérisation en hexameres et a une sécrétion.

** Dans une perspective thérapeutique, ces résultats permettent d’envisager I'adjonction de SP-A2 exogene dans des modeéles cellulaires surexprimant SP-A1_m ou SP-A2 m.
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