M2 Spécialité "Les Cellules", Parcours Epithélium
UE Epithélium respiratoire

Biologie et Physiologie du

Surfactant Pulmonaire

J. Bourbon, Inserm U841, Créteil

Historique

- Immaturité du poumon foetal 1835
- Tension superficielle fin XIX eme s.
- Tension de surface des alvéoles, von Neergard

(postulat de I'existence d’'un matériel de surface) 1929
- Tension de surface poumon du prématuré 1933-1947
- Découverte du surfactant pulmonaire, Pattle, Clements 1955
- Déficit en surfactant du prématuré, Avery & Mead 1959
- Caractérisation moléculaire 1970-1980
- Traitements par surfactant exogéne 1990

Nature et source
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Les sources cellulaires du
surfactant

Pneumocytes Il (ou cellules épithéliales alvéolaires de type Il) :

Tous les constituants du surfactant

Cellules bronchiolaires de Clara :

Certains constituants protéiques du surfactant
(SP-A, SP-D)

Les pneumocytes et leurs fonctions
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Le pneumocyte Il ou cellule
épithéliale alvéolaire de type Il :

- Cellule cuboidale
-10% des c. épithél., 5% de la surf. alv.

- Source du surfactant pulmonaire
(inclusions lamellaires)

- Transport d’eau et d'ions

- Cellule souche pour le renouvellement
et la réparation de I'épithélium alvéolaire

Le pneumocyte | ou cellule
épithéliale alvéolaire de type | :

- Cellule trés aplatie et étendue

- 10% des c. épithél., 95% de la surf.alv.
- Echanges gazeux alvéolo-capillaires
- Transport d'eau et d'ions

- Cellule en différenciation terminale
incapable de se diviser

Le surfactant pulmonaire

Un mélange complexe de lipides et de protéines

Phosphatidyléthanolamine (3%)
Phosphatidylglycérol (5%) Autres phospholipides (2%)

Lipides neutres (10%)

Protéines sériques
(%)
Protéines

spécifiques
(SP-A, B, C, D, 3%)

Phosphatidylcholine Phosphatidylcholine
saturée (45%, insaturée (25%)
principalement DPPC)

Qui assure:

- la stabilité mécanique de I'alvéole

- I'hnoméostasie hydrique et protéique

- une défense pré-immune contre les pathogénes

Le constituant majeur du surfactant :
la dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC)




Les autres lipides du surfactant

Le phosphatidylglycérol (PG), un phospholipide présent uniquement
dans le poumon.

Lipides neutres : principalement cholestérol et cholestérides.

Les lipides neutres et le PG fluidifient la DPPC, solide a 37°C.
Le PG interagit spécifiquement avec la SP-B.

Biosynthése des phospholipides du surfactant

Glycogéne Acides gras
Triglycérides

Glucose ————— Acétate —» —> — Acyls CoA

{
Dihydroxyacétone Phosphate —» —» Acide Phosphatidique
Pi — CTP
ATP\ CTP\ Diacylglycérol CDP diacylglycérol
Choline —» Choline Phospha{er CDP choline -& 1( Glycérol 3P

Phosphatidylglycérophosphate

Phosphatidylcholine PI'/],
Phosphatidylglycérol

Lysophosphatidylcholine =* \< | ysophosphatidylcholine =/ = Acyl CoA

A Choline phosphate cytidylyltransférase, enzyme limitante de la voie de synthése de la phosphatidylcholine

Les protéines du surfactant
Aspects généraux
Evolution et conservation

présence de protéines du surfactant chez tous les vertébrés étudiés, y
compris poissons dépourvus de poumons

97 kDa
68

ex : “SP-A-like protein "

chez la carpe ickTivne FICT
CF (<0

SoaeieT iame PICT
rat rat carp carp
lung surf. int. sw.bl

Spécificité d’expression tissulaire

SP-A, -B, -D : tissus d’interface qui sécretent un matériel “surfactant-like”
SP-C : pneumocytes Il exclusivement

Spécificité d’expression temporelle (poumon)

Initialement, tout I"épithélium indifférencié, puis restriction au poumon distal
Régulation hormonale intégrée

Les protéines du surfactant
Aspects moléculaires




Proportion

SP-A : du géne a la protéine mature

ARNm
Produit de

monomére traduction

Modif. post-
traductionnelles

(CRD)
...lectine

Octadécamére = 18-mer
(6x 3 sous-unités)

- Proportion : 1mg/100mg de phospholipides

- Produit de traduction (monomere) : 39 aa, 39-43 kDa

- Protéine mature : dodécamere (4 x 3 sous-unités)

- spécifique cellulaire : pneumocytes Il et cellules de Clara

Proportion : 1mg/100mg de phospholipides
Structure primaire : précurseur = 381 aa

produit mature = 79 aa
Poids moléculaire du produit mature: 9kDa
Spécificité cellulaire : dans le poumon = pneumocyte II
(mais présence dans d’autres tissus produisant un surfactant)




SP-B : du géne a la protéine mature

[ ]

La plus hydrophobe
des protéines connues

SP-C : du géne a la protéine mature

SP-B et SP-C : des protéines hydrophobes
trés étroitement associées aux phospholipides

SP-B et SP-C sont contenues dans les inclusions lamellaires et co-sécrétées
avec les phospholipides
(SP-A et SP-D sont sécrétées indépendamment des inclusions lamellaires)




Sécrétion et recyclage
du surfactant

La sécrétion du surfactant :
un processus d’exocytose

La sécrétion du surfactant :
des inclusions lamellaires au film actif

/ myéline tubulaire

feuillets

La myéline tubulaire : forme intermédiaire

constituée de tubules a maille carrée - . .
La myéline tubulaire donne naissance

au film actif monocouche

Le film de surfactant a la surface de 'alvéole

BM

Fib

Monocouche phospholipidique
chez le rat (fleche)

BM

Multicouche phospholipidique
chez ’lhomme




Contréle de la sécrétion du surfactant

Deux modes de contréle :
- R-agonistes et récepteurs
R-adrénergiques

- purines et récepteurs
purinergiques (A2 et P2a)

Leur mise en jeu active diverses
protéines kinases

La phosphorylation des
protéines du cytosquelette
induit I'exocytose des
inclusions lamellaires

Le principal stimulus de la
sécrétion est la distension
mécanique (soupir)

Devenir du surfactant intra-alvéolaire :
clairance et recyclage

Le surfactant est en
grande partie recyclé :
-50% chez I'adulte

-90% chez le nouveau-né

Variations de composition des
différentes formes du surfactant

Vésicules appauvries en protéines orrc | AIR

\DPPC . p +autres
riches /

en DPPC
pauvres
en DPPC Hypophase

Pneumocyte 1

Lymphatiques

Ontogenése du surfactant
et maturation des pneumocytes I




Ontogenése du surfactant (1)

Les premiéres inclusions lamellaires apparaissent tardivement au cours
du développement
Espéce humaine : - terme 40 semaines
- ébauche pulmonaire a 7 semaines
-inclusions lamellaires & 20 semaines
Rat : -terme 22 jours
- ébauche pulmonaire & 11 jours
-inclusions lamellaires a 19,5 jours
Le surfactant (phospholipides et protéines) s’accumule entre ces stades
et le terme

MAIS : les protéines du surfactant (en trés faibles quantités) sont des
marqueurs précoces de I'épithélium pulmonaire encore indifférencié

SP-A immunoréactive dans
I'épithélium pulmonaire du
feetus humain de 13 semaines

Ontogenése du surfactant (2)

Formation des inclusions lamellaires chez le rat Changements de composition des
Relations avec le glycogéne inclusions lamellaires chez le rat

Phospholipides

155) 175)

Protéines

195] 215]

Acquisition des propriétés
fonctionnelles

Evolution des propriétés tensio-superficielles
au cours du développement (fcetus de rat)

Inclusions lamellaires isolées

<«— Fraction "nonsurfactant”

<— Surfactant 19.5d

<«— Surfactant 20.5d
<— Surfactant 21.5d Apparition SP-BIC
Apparition PG

Controle de la synthese du surfactant

Régulation Positive Régulation Négative

(stimuli) (inhibiteurs)
Glucocorticoides Insuline
Hormones thyroidiennes TGFb
Bétamimétiques/AMPc TNF a
Prostaglandines {Testostérone
Epidermal Growth Factor Hormone anti-millerienne

Autres facteurs de croissance
Controlés par glucocorticoides




Principales régulations hormonales au cours
du développement pulmonaire

Glucocorticostéroides: stimuli majeurs
« Les glucocorticostéroides accéléerent la maturation des pneumocytes Il et
augmentent la synthése de tous les constituants du surfactant (in vivo et in vitro)

« L'invalidation du géne de la corticotropin-releasing hormone ( souris CRH™")

- entraine une atrophie de la surrénale,

- n'a pas de conséquences respiratoires si la meére est CRH*",

- entraine dysplasie pulmonaire, aspect immature, déficit en surfactant et

mort par détresse respiratoire a la naissance si les deux parents sont CRH".

« L'invalidation du géne du récepteur aux glucocorticostéroides (souris GR™)

- arréte le développement pulmonaire au stade pseudo-glandulaire,

- provoque la mort par détresse respiratoire a la naissance.

Hormones thyroidiennes
* T4 ou TRH exogenes accélérent la maturation des pneumocytes Il (effet sur
phospholipides principalement)
« La thyroidectomie in utero retarde le développement, provogue un épaississement
des septa et une diminution du nombre d'inclusions lamellaires

Hormones sexuelles
« Les androgénes et I'hormone anti-millerienne (AMH) retardent la maturation
épithéliale  retard relatif du développement chez les feetus masculins

Principales régulations paracrines impliquées
dans la maturation pulmonaire

Famille FGF : contréle du phénotype pneumocyte Il (pour mémoire,
cf. interactions E/M)
+ FGF-7 (=keratinocyte growth factor, KGF) stimule la synthése de tous les constituants du
surfactant
*FGF-7 et FGF-1 suffisent (ensemble) a induire un phénotype pneumocyte Il (expression SP-C)
dans I'épithélium trachéal feetal cultivé en I'absence de mésenchyme

Famille EGF-TGFa
* EGF et TGFa et Neuregulin 1 stimulent la synthése des constituants
du surfactant (cf. interactions E/M).
« L'invalidation du géne du récepteur de 'EGF et du TGFa (EGFR™)
- provoque des anomalies morpt
épaississement des septa, dilatation bronchiolaire),
- provoque des difficultés respiratoires entrainant la mort dans les 8 premiers jours

Leptine/ Pthrp (pour mémoire, cf. interactions E/M)

Famille TGFb
« le TGFb1 inhibe la différenciation distale, mais son K.O. n'a pas d'effets pulmonaires
« L'invalidation du géne du TGFb3 bloque le développement pulmonaire au stade
pseudo-glandulaire.

Les glucocorticoides stimulent la maturation épithéliale

par 'intermédiaire de médiateurs libérés par le mésenchyme

Surfactant

Pneumocyte II

FGFR2
LeptineR
EGFR

podocyte . . .

FGF-7 Leptine NRG1

Fibroblaste

Glucocorticoides




