Le mésenchyme pulmonaire contrdle la ramification épithéliale

L'ébauche pulmonaire poursuit son programme de ramification in vitro

b d
Epithélium séparé du mé yme : ne se ramifie pas, périclite
ne se ifiant pas + mé hyme pt ire distal ==p ramification

(épithélium trachéal, sac aérien d'oiseau)

Association « épithélium + mésenchyme » hétérologues  ==p  ramification selon
le plan de I'organe dont provient le mésenchyme

On peut substituer au mésenchyme un cocktail de facteurs de croissance et une matrice
de type membrane basale (Matrigel) ==» le mésenchyme agit par I'intermédiaire
de i i i etde i de la matrice extracellulaire

Le mésenchyme est régionalisé et contrdle la ramification épithéliale

Les fibroblast growth factors (FGF) issus du mésenchyme
jouent un role essentiel dans le développement du poumon

Shannon et al., 1994, 1998 : greffes réciprogq téro-pe ieures sur ébauche ire de rat in vitro

Famille de facteurs de croissance/différenciation, 25 membres connus

I I I t > Agissent par I'intermédiaire de récepteurs de type tyrosine kinase

Récepteurs codés par 4 génes : Fgfr 1,2,3et 4

Nombreuses isoformes produites par épissage alternatif (FGFRL1 lla, Ilb,
FGFR2 Ilb, lllc, etc...)

Nombreux réles dans le développement pulmonaire (ramification,

mésenchyme distal mésenchyme trachéal alvéolisation, différenciation épithéliale, etc...) identifiés pour divers
+ épithélium trachéal + épithélium distal
ramification pas de ramification FGF(1,2,7,9,10,18...)

Quels sont les mécanismes moléculaires en jeu?




Le FGF10 et son récepteur FGFR2
sont indispensables a la ramification pulmonaire

L’invalidation du géne du FGF10 chez la souris supprime toute formation des
poumons (trachée aveugle) et une fistule trachéo-cesophagienne

L'invalidation du géne du récepteur FGFR2b chez la souris supprime toute formation
des poumons (trachée aveugle)

WT Fgf10" Fgfr2b”

/7mmhée

Le FGF-10, acteur central du processus de ramification :
dynamique d’expression et effets in vitro

HIS FGF-10 chez la souris entre 11,5 et 12,5))

Expression du FGF-10 chez la souris

Des billes imprégnées de FGF-10 exercent un effet
himi sur I'épithéli i

Le FGF-10 suffit a faire se ramifier I'épithélium
“nu” en Matrigel
Le FGF-1 a le méme effet, mais pas le FGF-7

Formation des alvéoles: la septation secondaire

La subdivision des sacs alvéolaires en alvéoles par les septa secondaires accroit la surface d'échanges

pormon




‘ Mécanisme de la septation secondaire La signalisation PDGF A / PDGFRa est nécessaire a la septation

La septation secondaire est précédée par la différentiation et la migration de

septum primaire myofibroblastes (source de I'élastine) qui expriment le PDGFRa
des dépats de fibres L'épithélium alvéolaire libére du PDGFAA
élastiques apparaissent . R .
casine g dans I'épaisseur des Les souris PDGF-A" n'ont plus de septation secondaire, le poumon présente un aspect
septa; des crétes se p
forment & leur niveau
PDGFA
élastine ~__ @
2
septum
secondaire (L5
Alvéole PDGFA*
Alvéole " s les myofibroblastes ne migrent plus aux

les crétes s'allongent des septa "

pour donner naissance P!

aux septa secondaires

P plus de dépats d'élastine,
plus de septation secondaire
I'élastine fournirait la force de
traction donnant naissance i -
Lindhal et al., Development 124: 3943, 1997,

aux septa secondaires (Bostrom et al., Cell 85: 863, 1996) i velop )

Importance de la signalisation FGF - FGFR3/4 dans I'alvéolisation

FGF18 (un ligand de FGFR3) est augmenté
pendant la septation (cnailiey et al., AJP 2005)
Poumon de Rat, ARNm FGF18 (% du j 0)

Les FGFR 3 and 4 sont augmentés
pendant la septation alvéolaire
(Powell et al., AJRCMB 1998)

Les souris double-KO Fgfr3*/Fgfra’
n'ont plus de septation
(Weinstein et al., Development 1998)

Wild type fgfr3+ fgfra
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Toutes les cellules épithéliales du poumon
dérivent d’'un méme épithélium primordial

Les cellules « indifférenciées » sont précocement induites :

elles co-expriment des marqueurs pulmonaires qui ségrégeront ultérieurement

entre des types cellulaires différents ;

L'épithélium indifférencié
présente des cellules hautes
et toutes identiques

CGRP cellule

neuroendocrine

CGRP | o

CC10
SP

o -

cellule primitive  cellules différenciées
(stade pseudo- (stade alvéolaire)
glandulaire)

CC10

pneumocyte Il

ne related peptide
cell secretory protein

CGl

SP,
surfactant proteins

SP

(Wuenschell et al., 1996)

Les cellules épithéliales sont multipotentes, le mésenchyme
contrdle a la fois la ramification et la différenciation épithéliales

Culture d’épithélium et de mésenchyme séparés par un filtre (v Shannon)

Ramification Expression de marqueurs

Epithélium distal seul Epithélium distal + Epithelium distal + Epithétium distal +
) wrachéal

Epithelium distal +
rachéal v

HssPC Hssec

Epithélium trachéal seul Epithélium trachéal + Epithelium trachéal +  Epithélium distal +
¢ «

Epithélium trachéal +
r achéal

achéal

Hssec Marquage mucine

L'épithélium est multipotent et inductible. La ramification et la différenciation proximo-distale
sont sous le contrdle du mésenchyme par l'intermédiaire de médiateurs diffusibles

FGF10 induit I'’expression de facteurs antagonistes :
Sonic hedgehog (Shh) et Sprouty

Sonic hedgehog (Shh) est un médiateur dont le récepteur est codé par le gene patched (Ptc)
Les sprouty sont des protéines membranaires jouant un réle d'inhibiteur de facteurs de croissance

Expression de Shh (HIS)

FGF-10 induit

I'expression de Spry 2

Shh inhibe FGF-10
(souris transgénique SP-C-Shh)

Expression de Spry 2

La surexpression de Spry 2 inhibe
la croissance et la ramification pulmonaires

¥ conal spe-spry2
Control

SPC-Spry2




Roble de la matrice extracellulaire (MEC)
dans le processus de ramification

Collagene IV et fibronectine se localisent en faisceaux aux points de branchement.

Les anticorps anti- fibr i i 1t la ion in vitro (cf. diapo suivante)

Poumon in vitro, anticorps anti-FN
La FN est exprimée aux points de branchement u i icorp !

Les anticorps anti-laminine abolissent la ramification in vitro.

L'interaction laminine/héparane-sulfate est indispensable a la isation ire et a la ification.

L'inhibition de la synthése des protéoglycanes sulfatés (héparane sulfate, chondroitine sulfate) abolit
la ramification in vitro et inhibe la migration épithéliale vers une bille imprégnée de FGF-10.

Mécanismes de spécification proximo-distale : Rdle des FGF-1 et -7

FGF1 produit par diverses cellules ; FGF7* produit par , récepteurs
Epithélium trachéal de foetus de rat cultivé en absence de mésenchyme (Shannon et al., 1999)
fondclair  fond noir
Milieu de culture
complexe
(nombreux additifs)
Les FGFlet7
sont nécessaires et
suffisants pour
On retire FGF-1 induire le phénotype
du milieu
pneumocyte Il
On retire FGF-7
du milieu
On retire ala fois *le FGF7 est aussi appelé
-FGF-1 keratinocyte growth factor (KGF®
-FGF-7
Hybridation in situ SP-C Hybridation in situ CC-10
(marqueur pneumocyte Il)  (marqueur bronchiolaire)

Le FGF-7 (ou Keratinocyte Growth Factor)
stimule la synthése de tous les constituants du surfactant

Protéines du Surfactant
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La dexaméthasone stimule la production de FGF-7 par les fibroblastes
Un anticorps anti-FGF-7 supprime en partie les effets d’'un milieu conditionné

Fibroblastes foetaux de rat en culture Pneumocytes feetaux de rat en culture




La leptine produite par les fibroblastes contréle la biosynthése du surfactant
L’épithélium stimule la production de leptine par I'intermédiaire de PtHrP*

Ontogeneése de la leptine chez le rat La leptine stimule la synthése de DSPC dans

les pneumocytes Il en culture

Dexamethasone, PTHrp et PGE2 stimulent I'expression
de la leptine, un anticorps anti-PTHrp I'inhibe

PTHrP est produit par les pneumocytes
et stimulé par le stretch

Il existe une boucle régulatrice PTHrP-leptine

“PTHIP = parathyroid hormone-related peptide

La neuréguline 1, un ligand de I'EGFR, est produite par les fibroblastes
et stimule la biosyntheése du surfactant

NRG1 stimule la synthése de surfactant
et la prolifération épithéliale
E15 Un anticorps anti-NRG1 supprime en partie

I'effet d’'un milieu conditionné par des fibroblastes
Immunomarquage

de NRG dans le
poumon du feetus
de souris

L'immunoprécipitation révele la présence
de NRG dans un milieu conditionné par
les fibroblastes pulmonaires feetaux

Syntheése : les effets des Glucocorticoides
sont en grande partie indirects et mettent en jeu
des interactions épithélium-mésenchyme réciproques

Pneumocyte Il Fibroblaste
Surfactant

Neuréguline
G { FGF7 ‘\\ r Glucocorticoides
Leptine
Stretch \

(liquide pulmonaire, PTHIPR
mouvements =) pTHP
respiratoires)

Différenciation Lipofibroblaste
PTHIP = parathyroid hormone-related peptide




Rappels sur I'organisation du systéme respiratoire des mammiferes
épithélium
alvéolaire

épithélium muco-ciliaire
des voies aériennes
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1. cellule ciliée
2. cellule a mucus (caliciforme)
3. glande

4. cartilage

5. cellule musculaire lisse

6. cellule de Clara

7. capillaire

8 membrane basale

9. mucus

10. pneumocyte (de type) |

11 septum alvéolaire

Nombre moyen et dimension des structures
i 12. pneumocyte (de type) I

dans le poumon humain

Origine embryologique du poumon

Le poumon est issu de I'association d’un bourgeon épithélial (évagination ventrale
du tube digestif (feuillet endodermique) avec le mésenchyme environnant (feuillet

mésodermique).

Epithélium :
Tissu constitué de cellules polarisées (face apicale, face baso-latérale), juxtaposées

et reliées par des jonctions serrées, et reposant sur une lame basale (ou membrane
basale, organisation spécifique de la matrice extracellulaire).

Mésenchyme :
Tissu conjonctif propre a I'embryon et au feetus, dérivé du mésoderme et caractérisé

par la présence de cellules nombreuses (fibroblastes) au sein d'une matrice peu
abondante. Il donne naissance au tissu conjonctif de I'adulte et a divers tissus dont
les endothéliums vasculaires et le cartilage.

Les stades du développement pulmonaire

I — scoc alvéolaire

ot seconiaire

I stade sacculaire
ormaton s umtésfnctonneles
B scoecanaicuae
B sicoe pseudoglandulaire
‘morphogenése par ramification de I'arbre aérien
B stace cmbryonnaire

formation de I'ébauche.

| Développement, Morphogenése Croissance

Homme 4 10 16 20 2 20 Naissance 3 6 9 1 2 4 5 6 7
semaines (40) mois années

Ral 11 13 18 20 Naissance 4 14 21 28

Souris __jours (22)

Mouton 17 30 85 120 140 Naissance
Jours 145)




