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CIqR receptordeClq
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lnsatPC fosfatidilcolinainsaturada
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LipNeu lípidosneutros
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PC fosfatidilcolina
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PG fosfatidilgílcerol

Pl fosfatidilinositol

POPC 113-palmitoil-’y-oleil-L-a-fosfatidilcolina

PS fosfatidilserina

r radio alveolar

SatPC fosfatidilcolinasaturada

SM esfmgomielina

SP-A proteínaA del surfactantepulmonar

SP-B proteínaB del surfactantepulmonar

SP-C proteínaC del surfactantepulmonar

SP-D proteinaD delsurfactantepulmonar

Tm temperaturade transiciónde fase

UTR regionesno traducidasdel DNA

tensiónsuperficialy
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1.1. EL SURFACTANTE PULMONAR. IMPORTAN- 
CIA BIOLÓGICA Y CLÍNICA 

La importancia de las fuerzas de ten- 
sión superficial dentro de las propiedades 
mecánicas del pulmón fue reconocida por 
primera vez hace 70 anos por el fisiólogo 
sueco Kurt von Neergaard (von Neergaard 
1929). En 1961, Clements y colaboradores 
(Clements et al. 1961) propusieron un mo- 
delo basado en la ley de Laplace para ex- 
plicar las fuerzas que actúan en el interior 
de los alveolos pulmonares durante la res- 
piración. Según este modelo, el pulmón se 
compondría de un conjunto de cámaras 
esféricas (los alveolos) conectadas con el 
exterior por una serie de conductos. La ley 
de Laplace relaciona la presión de aire 
necesaria para abrir estas cámaras (P) con 
el radio de éstas (r) y con la tensión super- 
ficial en su interior (r) (fig. 1 .l): 

p=2y 
r 

Según esta relación, la presión necesa- 
ria para volver a expandir los alveolos de 
menor radio tras una espiración sería muy 
alta si la comparamos con la que se precisa 
para aquellos otros de gran tamaño. Esto 
hace que los primeros tiendan a colapsarse, 
comprometiéndose seriamente la función 
respiratoria. La estabilidad mecánica del 
alveolo pulmonar es posible gracias al 
surfactante pulmonar, tm complejo lipo- 
proteico que se encuentra tapizando sus 
paredes. Gracias a sus propiedades ten- 
soactivas, el surfactante es capaz de reducir 
la tensión superficial en la interfase ai- 
re/agua hasta valores inferiores a 10 mN/m 
al final de la espiración (el valor para el 
agua pura es de 72 mN/m), evitando así el 
colapso de los alveolos mas pequeños 
(Hamm et al. 1996, Hawgood 1997). 

Ademas de su función mecánica, se 
atribuyen otras propiedades al surfactante 

\/ 

-Af=+ 

Figura 1.1. Esquema del alveolo pulmonar 
donde se muestran las fuerzas que actúan en el 
interior de los alveolos pulmonares. El agua al- 
veolar tiende a colapsar el alveolo debido a las 
fuerzas de tensión superficial (flechas pequeiias). 
Estas fuerzas son las que el pulmón debe vencer 
durante la inspiración (flechas grandes). 

pulmonar, como es la de evitar la transuda- 
ción de líquido intersticial al espacio al- 
veolar (Daniels et al. 1995, Hohlfeld et al. 
1997). También se ha demostrado una fun- 
ción de defensa frente a microorganismos 
patógenos. Recientemente se ha compro- 
bado que esta ultima propiedad se debe a 
las proteínas hidrofilicas (ver mas adelan- 
te). Debido a sus propiedades tensoactivas, 
el surfactante pulmonar favorece la solva- 
tación de las partículas pequeñas que pe- 
netran por las vías aéreas con el agua de la 
subfase acuosa, facilitando así su contacto 
con el epitelio alveolar (Schürch et al. 
1990). Este hecho posibilitaría por tanto la 
fagocitosis de estas partículas por los ma- 
crófagos alveolares, si bien la solvatación 
también podría facilitar la interacción de 
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toxinasy sustanciasnocivasconel epitelio
alveolar. Asimismo, se ha demostradosu
actividadantioxidantey la capacidadinmu-
norreguladorade algunosde sus compo-
nentes(Wright 1997).

Alteracionescualitativas y cuantitati-
vasdel surfactantepulmonaraparecenaso-
ciadasa numerosaspatologíaspulmonares,
habiéndoseobservadovariaciónen la com-
posiciónlipídica, disminuciónen la relación
cuantitativalipido/proteinay alteraciónde
suspropiedadestensoactivas(Hamm et al.
1996). Entre estaspatologíasresulta de
especial interés el sffidrome de distress
respiratorio neonatal (NRDS), causado
por una deficienciade surfactantedebidaa
la inmadurezpulmonary que es muy fre-
cuente en prematuros (Avery y Mead
1959). Es precisamenteen el tratamiento

de estapatologíadondemás sehan desa-
rrollado las posibilidadesterapeúticasde
diversos surfactantesexógenos.El origen
de los surfactantesutilizadosen la práctica
clínica esvariado: lavadopulmonarde ter-
nera, extractoorgánicode pulmón bovino
o porcino troceado,y extractode líquido
amniótico humano, habiéndosepuesto a
punto tambiénalgunos surfactantesartifi-
ciales.Varias lineas de investigaciónestu-
dian actualmentela incorporaciónde pép-
tidos sintéticosque imiten las propiedades
de las proteínasespecificasdel surfactante
natural, y el uso de estos surfactantesen
otras patologíaspulmonares(síndromede
distressrespiratoriodel adulto, neumonia,
neumonitispor hipersensibilidad,enferme-
dad pulmonarobstructiva)y en trasplante
de pulmón(Haminetal? 1996).

1.2. COMPOSICIÓN DEL SURFACTANTE PULMO-
NAR. DESCRIPCIÓN ESTRUCTURAL DE SUS COM-
PONENTES

El surfactantepulmonar se compone
aproximadamentede un 90% de lípidos y
un 10% deproteínasen peso.En la figura
2 serepresentala composicióncuantitativa
en pesodel surfactantepulmonarsegúnla
revisión de Johanssony Curstedt (Jo-

hanssony Curstedt 1997). En esta figura
no se incluyenotrasproteínas,en sumayo-
ría de origen plasmático,quesuelenapare-
cer débilmenteasociadasal surfactanteen
el lavado broncoalveolary que se aislan
con él.

1.2.1 COMPOSICIÓN LIPÍDICA

En las numerosasespeciesestudiadas,
los fosfolipidos constituyenel 80-90% en
peso de los lípidos del surfactante(flg.
1.2), siendo el resto lípidosneutros,princi-
palmentecolesterol(Johanssony Curstedt
1997, vanGolde y Casals1997).La fosfa-
tidileolina (PC), que es el fosfolipido ma-
yoritario (70-80%), se encuentradisatura-
da (SatPC) en gran parte, principalmente
(~ 40%) en forma de dipalm¡toilfosfati-
dilcolina (DPPC). Entre las especiesmsa-

turadaspredominanlas formas monoenoi-
cas, especialmentela 1 -palmitoil-2-oleil-
fosfatidilcolina (POPC).

En hombre, perro y rata, entre otras
especies,el segundofosfolípido en impor-
tanciaesel fosfatidilglicerol (PG), queapa-
rece en una proporción anormalmentealta
(10%), si bien en algunasespecieso en
determinadasfasesdel desarrollo de otras
especiesaparecesustituido por otro fosfo-
lípido ácido, el fosfatifilinositol (PI). Otros
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PS+PI 

SP-A 

-SP-6 

F@rd 1.2. Composición cuantitativa del surfactante pulmonar. DPPC, dipalmitoilfosfatidilcolina; SatPC. 
fosfatid&olina saturada; InsatPC, fosfatidilcolina insaturada; PG, fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; 
PS. fosfatidilserina; PI, fosfatidilinositol; SM, esfíngomielina; LipNeu, lípidos neutros. 

fosfolípidos minoritarios son la fosfatidilse- 
rina (PS), la fosfatidiletanolamina (PE) y la 
esfingomiehna (SM). En la composición 
lipídica del surfactante se han encontrado 
ademas glicolípidos, aunque aun no se co- 
noce su función. También se han detectado 
cantidades importantes de plasmalógenos 

de colina, con un residuo de pahnitoilo en 
la posición sn-2. 

Se ha observado que junto a los lípidos 
del surfactante se secreta vitamina E, lo 
que explicaría al menos en parte sus pro- 
piedades antioxidantes (Rüstow et al. 
1993). 

1.2.2 COMPOSICIÓN PROTEICA 

Las proteínas que se aislan con el sur- 
factante son apoproteínas específicas apro- 
ximadamente en un 50 %; el resto lo cons- 
tituyen otras proteínas inespecíficas como 
albúmina, lipoproteínas séricas, inmuno- 
globulinas (IgG e IgA), citoquinas y facto- 
res de crecimiento, en gran parte de origen 
plasmático (Hawgood 1997, Wright 1997). 
Se han detectado además varios oligopép- 
tidos aniónicos ricos en aspartato con pro- 
piedades antibacterianas (Brogden et al. 
1996). 

Las proteínas específicas se denominan 
SP-A, SP-B, SP-C y SP-D, según la no- 
menclatura propuesta por Possmayer en 
1988 (Possmayer 1988). Sus características 
estructurales se detallan a continuación. 

SP-A 

La SP-A, denominada SAP-35 hasta 
1988 y descrita por primera vez en 1973 
(King et al. 1973), es una proteína hidrofí- 
lita, con un pT de 4.4-5.6 (Benson et al. 
1985). Su estructura cuaternaria consiste 
en un octadecámero de 650-700 kDa, 
compuesto por seis trímeros que forman 
hélices de tipo colagénico (Voss et al. 
1988, Haagsman et al. 1989, King et al. 
1989) (fig. 1.3). Se ha observado mediante 
microscopía electrónica que esta estructura 
es muy similar a la de la proteína Clq, pre- 
sentando el aspecto de un ramo de flores 
con una longitud de 20 nm (Voss et al. 
1988). Los monómeros, de 28-36 kDa, 



están unidos mediante puentes disulfuro e 
interacciones de tipo no covalente entre sus 
dominios colagénicos. La variación en el p1 
y en la masa molecular del monómero de 
proteína se debe a los distintos grados de 
glicosilación y a las modificaciones cova- 
lentes sufridas a lo largo de su ciclo meta- 
bólico. 

La SP-A pertenece a la familia de las 
llamadas lectinas tipo C o dependientes de 
Ca” y, dentro de éstas, se incluye en el 
grupo de las colectinas (lectinas con un 
dominio colagénico), junto con las proteí- 
nas ligantes de manosa (MBPs), la SP-D, la 
colectina 43 (CL-43) y la conglutinina. 
Todas estas proteínas poseen una estructu- 
ra cuaternaria muy similar a la de la SP-A 
(fig. 1.4), en la que podemos distinguir 
varias regiones: 

- La región N-terminal consta de 7- 
10 aminoácidos. Uno de estos aminoá- 
cidos es una cisteína implicada en la 
formación de un puente disulfuro inter- 
catenario (Haas et al. 1991). Los puen- 
tes disulfuro formados de este modo 
conectan covalentemente a los seis trí- 
meros que constituyen el octadecámero. 
En la posición 1 existe una Asn que se 
encuentra glicosilada en rata (McCor- 
mack et al. 1994a) y posiblemente en 
perro (Benson et al. 1985). Esta Asn no 
aparece en cambio en conejo (Bogga- 
ram et al. 1988) ni en hombre (Floros et 
al. 1986). 

- A esta zona le sigue un dominio 
constituido por 70-73 aminoácidos que 
forman una hélice de tipo colagénico 
(Whitsett et al. 1985a, Whitsett et al. 
1985b, Ross et al. 1986a, Voss et al. 
1988, Haagsman et al. 1989). La se- 
cuencia de esta región está compuesta 
por 23-24 repeticiones de la secuencia 
Gly-X-Y, donde Y es hidroxiprolina en 
mas de la mitad de ellas. Estos residuos 
de hidroxiprolina parecen ser importan- 
tes para mantener la estabilidad de la 

A 

! 
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Figura 1.3. Formas monomérica (A). tri- 
mérica (B) y octadecamérica (C) de la SP-A. 

hélice colagénica (McCormack et al. 
1994a). Hacia la mitad de este dominio 
hay una Gly que no forma parte de nin- 
gún triplete, lo que origina una disconti- 
nuidad en la hélice. Esta discontinuidad 
podría funcionar como bisagra dentro 
de la molécula. 

- Más adelante hay una zona de 30- 
40 aminoácidos conocida como “cue- 
Uo”, que conecta la zona colagénica con 
el dominio globular C-terminal. Su se- 
cuencia se ajusta a la de una hélice anfi- 
pática, seguida de un segmento hidrofó- 
hico. Aunque la estructura primaria de 
esta región no está muy conservada, la 
repetición periódica de héptadas donde 
los residuos primero y cuarto son hi- 
drofóbicos hace pensar que la estructura 
tridimensional sí lo está (Weis y Dri- 
ckamer 1994). El segmento N-terminal 
del cuello, al igual que en otras co- 



1 .INTRODUCCI~N 1.7 

SP-A SP-D 

MBP CL-43 CONGLUTININA 

Figura 1.4. Proteínas del grupo de las colectinas. La SP-D y la conglutinina son proteínas dodecamén- I 
cas la SP-A y la proteína ligante de manosa (ME3P) son octadecaméricas: la colectina 43 (CL-43) es trime- 
ricá. En el dibujo se ha intentado mantener la proporción de tamaño de las distintas regiones dentro de cada 

- proteína, y de 1;s distintas proteínas entre sí. 

lectinas, podría formar un “coiled-coil” 
compuesto por tres hélices a (Hoppe et 
al. 1994). Aunque para la SP-A no se 
ha demostrado aun, es posible que 
existan interacciones no covalentes en- 
tre el extremo C-terminal de esta región 
y el dominio globular. 

- Finalmente encontramos un domi- 
nio globular de tipo lecha (de reco- 
nocimiento de carbohidratos) formado 
por unos 130 aminoácidos. La Asn- 
está unida covalentemente a una cadena 
oligosacárida rica en manosa y acabada 
en un residuo de ácido siálico (Whitsett 
1985a, Whitsett et al. 1985b, Whitsett 
et al. 1985c, Phelps et al. 1986, Ross et 
al. 1986a). En la SP-A humana se han 
hallado determinantes antigénicos del 
grupo sanguíneo A en esta cadena 
(Stahhnan et al. 1992). También hay en 
este dominio cuatro cisteínas que parti- 
cipan en dos puentes disulfuro intraca- 
terrarios (Haagsman et al. 1989, Ross et 
al. 1991). Estos puentes disulfuro, así 

como la posición de otros 13 residuos 
de esta región, están muy conservados 
en varias lectinas de mamíferos e inver- 
tebrados. 

SP-B 

La SP-B (fig. 1.5), que hasta 1988 
aparece en la bibliografía como SPL(Phe) o 
SP18, es una proteína de naturaleza hi- 
drofóbica y p1 básico, cuyo monómero 
tiene 8.7 kDa de masa molecular (Jo- 
hansson y Curstedt 1997). Su secuencia se 
compone de 79 aminoácidos. Seis de sus 
siete cisteínas forman tres puentes disulfuro 
intracatenarios muy conservados (Jo- 
hansson et al. 199 Ib, Johansson et al. 
1992). La existencia de estos puentes di- 
sulfuro y de otros residuos, implicados al 
parecer en la formación de varias hélices a 
anfípáticas, hace que se incluya a la SP-B 
en la familia de polipéptidos del tipo de la 
saposina (Patthy 199 1, Zaltash y Johansson 
1998), a la que también pertenecen la NK- 
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Figura 1.5. Forma monomérica de la SP-B, re- 
presentada a partir de la predicción de regiones a 
de Garnier-Robson y de regiones a anfipáticas de 
Eisenberg. Se ha tomado además como modelo de 
plegamiento la estructura tridimensional de la NK- 
lisina, con la que presenta una alta homología 
(Liepinsh et al. 1997). 

lisina, amebóporos, saposinas, y dominios 
de la esfmgomielinasa ácida y de la acilo- 
xiacilhidrolasa. Se ha observado que, tanto 
en presencia de lípidos como en distintas 
mezclas de disolventes, la SP-B tiene un 
contenido muy alto de hélice a (Vanden- 
bussche et al. 1992b, Pérez-Gil et al. 1993, 
Morrow et al. 1993a, Cruz et al. 1995). 
Esta proteína se encuentra normalmente 
formando dímeros de 17.4 kDa constitui- 
dos por un puente disulfuro (Weaver et al. 
1988, Johansson et al. 199 1 b, Johansson et 
al. 1992), aunque a veces aparece también 
en forma oligomérica. 

Figura 1.6. Representación de la forma di- 
palmitoilada de la SP-C. 

SP-c 

La SP-C (denominada SPL(pVa1) o 
SP5 hasta 1988) es, al igual que la SP-B, 
uno de los llamados proteolípidos del sur- 
factante (fig. 1.6). Se trata de un péptido 
de aproximadamente 4 kDa, aunque en 
condiciones no reductoras puede formar 
dímeros de 8 kDa (Creuwels et al. 1995a). 
Junto a la SP-C normal se han detectado 
también otras formas de esta proteína ca- 
rentes de uno o más aminoácidos en ambos 
extremos de la cadena (Johansson et al. 
1988, Simatos et al. 1990, Johansson et al. 
199 1 a). La hidrofobicidad de esta proteína 
es muy elevada debido a su alto contenido 
en residuos de valina, isoleucina y leucina, 
y a la pahnitoilación de sus dos cisteínas 
(Curstedt et al. 1990, Stults et al. 1991). 
Curiosamente, en perro sólo hay una cis- 
teína, también pahnitoilada (Stults et al. 
1991, Johansson et al. 1991a). La función 
de las cisteínas aciladas aun no está clara, 
pero la desacilación de la proteína provoca 
cambios conformacionales en ésta. Así, 
aunque tanto en bicapas (Pastrana et al. 
199 1, Vandenbussche et al. 1992a) como 
en monocapas (Oosterlaken-Dijksterhuis et 
al. 1991b) la mayor parte de la estructura 
de la forma monomérica está constituida 
por hélice a, en el dímero, que no se en- 
cuentra acilado (Baatz et al. 1992, Creu- 
wels et al. 1995a), predomina la estructura 
en lámina p (Pastrana et al. 1991, Baatz et 
al. 1992, Pérez-Gil et al. 1993, Cruz et al. 
1995). Estos cambios estructurales podrían 
ser la causa de que la forma dimérica tenga 
propiedades distintas a las del monómero 
(Baatz et al. 1992, Creuwels et al. 1995a). 
Los aminoácidos situados entre las posi- 
ciones 13 y 35, ambas incluidas, son de 
naturaleza hidrofóbica. Estos aminoácidos 
se encuentran en el extremo C-terminal, 
donde forman una hélice a hidrofóbica 
(Johansson et al. 1994). La posición de la 
SP-C, al menos en lo relativo al ángulo de 
inclinación de la hélice hidrofóbica, es 
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diferente según se encuentre en bicapas o 
en monocapas (Gericke et al. 1997). 
Cuando la SP-C se reconstituye en una 
bicapa lipídica, la hélice hidrofóbica se dis- 
pone de forma paralela a las cadenas de 
acilo de los lípidos (Pastrana et al. 1991, 
Vandenbussche et al. 1992a). Cerca del 
extremo N-terminal hay dos residuos bási- 
cos que se situarían, al igual que el grupo 
amino del extremo N-terminal (Horowitz et 
al. 1993), cerca de la superficie (y por 
tanto de las cabezas polares de los fosfolí- 
pidos) cuando la proteína se encuentra 
insertada en una bicapa (Morrow et al. 
1993b). La presencia de estas cargas posi- 
tivas es importante, ya que su neutraliza- 
ción afecta a las propiedades funcionales de 
la proteína (Creuwels et al. 1995b). 

SP-D 

Al igual que la SP-A, la SP-D es una 
proteína hidrofIlica que por su estructura y 
características funcionales se incluye en el 
grupo de las colectinas. Se han detectado 
varias isoformas con p1 entre 6 y 8. En su 
estructura nativa, la SP-D se compone de 
dodecámeros cruciformes de 600 kDa, 
cada uno de ellos constituido por cuatro 
trímeros con estructura colagénica y unidos 
covalentemente entre sí por la zona N- 
terminal mediante puentes disultüro (fig. 
1.7) (Persson et al. 1989, Crouch et al. 
1994, Brown-Augsburger et al. 1996a, 
Brown-Augsburger et al. 1996b). Cada 
brazo del oligómero posee una longitud de 
46 rmr. Los monómeros, con una masa 
molecular de 43 kDa, tienen varias regio- 
nes bien diferenciadas: 

- Una región N-terminal con dos 
cisteínas implicadas en puentes disulfuro 
intercatenarios (Shimizu et al. 1992, Lu 
et al. 1992, Motwani et al. 1995). 

- Un dominio de tipo colagénico ri- 
co en hidroxiprolinas (Persson et al. 
1989, Lu et al. 1992) formado por 59 

Figura 1.7. Forma dodecamérica de la SP-D. 

repeticiones de la secuencia Gly-X-Y 
(sin interrupciones, a diferencia de la 
SP-A). En esta región hay una secuencia 
consenso de N-glicosilación con un re- 
siduo de Asn al que se une un oligosacá- 
rido con ácido siálico (Shimizu et al. 
1992, Motwani et al. 1995, Brown- 
Augsburger et al. 1996a). También hay 
carbohidratos unidos en forma de glucó- 
sidos de hidroxilisina (Persson et al. 
1989). 

- Un “cuello” entre la zona colagéni- 
ca y el dominio globular, formado por la 
asociación de tres hélices a con estruc- 
tura de “coiled-coil” (Hoppe et al. 
1994, Motwani et al. 1995). 

- Un dominio de reconocimiento de 
carbohidratos, con 4 cisteínas muy 
conservadas que forman dos puentes di- 
sulfuro intracatenarios (Lu et al. 1992, 
Shimizu et al. 1992, Motwani et al. 
1995). 

La SP-D no se ha podido detectar 
dentro de los cuerpos lamelares (Voorhout 
et al. 1992b), y no precipita asociada al 
surfactante en condiciones en las que sí lo 
hacen el resto de sus componentes al cen- 
trifugar el lavado broncoalveolar. Además, 
no se le conoce otra función que la de de- 
fensa frente a microorganismos patógenos, 
lo que ha hecho que algunos autores se 
replanteen el incluirla entre las proteínas 
específicas del surfactante. Por tanto, esta 
proteína podría quedar incluida en el grupo 
de proteínas que aparecen en el lavado 
broncoalveolar sin ser específicas del sur- 
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factante. Sin embargo,se ha demostrado
que la SP-D es capazde contrarrestarel
efecto inhibidor de la SP-A sobrela secre-
ción de surfactanteen los neumocitostipo
II (Kuroki cf al? 1991c), y que su carencia
provocaalteracionesen el metabolismode

los lípidos del surfactante(Botas cf al?
1998, Korthagencf al? 1998), por lo que
podría desempeñaralgún papel regulador
especificoen el ciclo metabólico del sur-
factante.

1.3. CICLO METABÓLICO DEL SURFACTANTE
PULMONAR

La síntesis,almacenamientoy secre-
ción de los componentesdel surfactante
pulmonarcorrena cargo de los neumoci-
tos tipo II, tambiénllamados células tipo
II, células alveolarestipo II y neumocitos
granulares(fig. 1 .8A). Estascélulas, situa-
das en el epitelio alveolar, poseen unos
orgánuloscaracterísticos,los cuerposla-
melares, donde sealnracena el surfactante

antesde ser secretadoal espacioalveolar
(fig. 1 .8B). En la composiciónde los cuer-
pos lamelares,ademásde fosfolípidos y
proteínas específicasdel surfactante, se
incluyen una a-glucosidasaespecífica y

otrasenzimas
ello envuelto
medio interno
good 1997).

lisosomalesy proteínas,todo
en una membranay con un
ácido y rico en Oa2~ (Haw-

Figura 1.8. (A> Neuinocito tipo II de pulmón
humano.La caraluminal de la membranaplasmá-
tica (parte superiorde la imagen)forma microve-
llosidades.y en ella se acumulanlos cuerposlame-
laresantessersecretados.(B) Detallede un cuerpo
lamelar. Obsérvesecl empaquetamientodc las
bicapas. Imágenesextraídas de Mason R. J. y
ShannonJ. M. (1997). Alveolar type II celís, en
71w Lung: SelentijieFaundations.2nd edition. ed.
RO. Crystal. LB. West, E.R. Weibel. P.J. Barnes
(Philadelphia:Lipprncott-RavenPublishers):9-lS.

1.3.1 SÍNTESIS

Experimentos con diversas especies
animaleshan demostradoquela biosíntesis
de los distintos componentesdel surfac-
tantepulmonaraumentahaciael final de la
gestación.Numerososestudios,realizados
mayoritariamenteen modelos fetales (ya

seaen animaleso en cultivos celulares)han
demostradoque granpartede los factores
implicados en la regulación de la síntesis
del surfactantelo estántambiénen la onto-
geniadel propio pulmón (van Golde y Ca-
sals 1997).



1 INTRODUCCIÓN 1.11

Síntesisde fosfolipidos

La síntesisde los fosfolipidos sereali-
za en el retículo endoplásmicode los neu-
mocitos tipo II. Aunque ya hemosvisto
que la composición lipídica del surfactante
esvariada, sólo estudiaremoslas rutasbio-
sintéticasde la DPPOpor serel principal
componente(hg. 1 .9). La síntesisde novo
de PCen el pulmón se producecasiexclu-
sivamente a través de la formación de
CDP-eolina,siendolimitante el pasocatalí-
zadopor la colinafosfatocitidililtransferasa
(van Golde y Casals1997). Sin embargo,
otrasenzimaspuedenejercerun papelre-
guladorendeterminadascondiciones.Estas
enzimassonla colina quinasa,la glicerol-3-
fosfato aciltransferasay la fosfatidato fos-
fatasa. En neumocitostipo II fetales, la
ácidograsosintasapuedecatalizartambién
la etapalimitante de estaruta sintética.La
actividadde muchasdeestasenzimaspare-
ceestarsometidaa controlhormonal,tanto
enpulmónadulto comofetal.

La biosíntesisde novo da cuentadel
45 % de la DPPOdel surfactante,fonnan-

SÍNTESISDE PC DENOVO

dose el resto de la DPPC mediantemeca-
nismosde desacilación-reacilacióna partir
deespeciesinsaturadasdePC (van Goldey
Casals1997). En esta segundavía, la eli-
minación de la cadenainsaturadade adío
en la posición sn-2 de la PC podría estar
catalizadapor la fosfolipasaA2 microsomal
dependientede Ca

21, o bien por la fosfoil-
pasaA

2 citosólica independientede Ca
21.

No obstante,el papelde estasenzimasen
la síntesisde DPPOaún no está claro. En
estesentido, se ha descritouna vía por la
cual la eliminaciónde la cadenade acio
insaturadase producemediantetransacila-
ción de dicha cadenaa un lisofosfolipido.
Finalmente, la lisofosfatidilcolina (LP(S)
resultantedel procesode desacilacióno de
transacilaciónseriareaciladaconpalinitoil-
CoA mediantela 120 aciltransferasa,ob-
teniéndoseDPPC.

Síntesisde las proteínas especificas
del surfactante

La SP-A humanaestá codificadapor
dos genesde secuenciamuy conservada,

REMODELACIÓNDE ESPECIESINSATIJBADASDE PC

COLINA

ALT ~-.9
Ni Colina
A quinasa

AD~

FOSFOCOLINA

CTP
Ni Cdllns4osfato
A dtlfransferssa

PP

CDP.COIÁNA

DIACILGIÁCEROI, ‘~.< ~ioIaff

franíferusa
CM? -~

FOSFATIDILCOLINA INSALURADA

LPX

iransac,Iasa

LISOFOSFATIDILCOLINA

Aeil-CoA:fiso. ...- Palmitoil-COA
fosli,tidilcolina (eA
aeihranatbrasa

16:0

ti

iP-oMm»

FosfoliposaAz

16:0

HO

-P-colina

6:0

DIPALMITOII.FOSFATIDILCOLLNA ~
Q-P-cojina

FOSFATIDILCOLINA

Figura 1.9. Rutassintéticasdela fosfatidilcolina.
resaltadoconnegrita la enzimalimitantede estavia.
lo; U = acilo insaturado.

En la síntesisdenovo (parteizquierdade la figura) seha
LPX = lisofosfolipido; PX = fosfolípido; 16:0 = palmitol-
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SP-Al (White et al. 1985) y SP-A2 (Floros 
et al. 1986, Katyal et al. 1992), y por un 
pseudogén (Korfhagen et al. 199 l), inclui- 
dos todos en el cromosoma 10 (Bruns et 
al. 1987, Fisher et al. 1987, Korfhagen et 
al. 1991). Actualmente se piensa que cada 
trímero de SP-A (dentro del octadecáme- 
ro) se compone de un producto del gen 
SP-Al y dos del gen SP-A2 (Voss et al. 
199 1); el hecho de que la diferencia en la 
secuencia de ambos genes corresponda a la 
zona colagénica hace pensar que la forma- 
ción de estos heterotrímeros tiene como fin 
aumentar la estabilidad de la triple hélice, 
ya que esta región es muy importante en el 
emsamblaje y estabilización del oligómero. 
En perro, conejo, rata y ratón sólo se ha 
encontrado un gen hasta el momento (Ben- 
son et al. 1985, Boggaram et al. 1988, 
Fisher et al. 1988a, Korfhagen et al. 1992), 
localizado en el cromosoma 14 en el caso 
de la última especie (Moore et al. 1992). 

TATA ATG I-GA 

Ademas de en neumocitos tipo II, esta 
protema también se expresa en células no 
ciliadas del epitelio bronquiolar (células 
Clara) y en células del epitelio bronquial. 
En los últimos anos se ha detectado su 
expresión también en intestino (Rubio et al. 
1995, Eliakim et al. 1997) y células me- 
sentéricas de rata (Chailley-Heu et al. 
1997), y en oído medio humano (Yamana- 
ka et al. 1991). 

El precursor de la SP-A, de 26-3 1 kDa 
(Floros et al. 1985, Weaver et al. 1986), 
posee un péptido señal (17 a 20 aminoáci- 
dos, según la especie) en el extremo N- 
terminal (Benson et al. 1985, White et al. 
1985, Boggaram et al. 1988), encargado 
de dirigir a la proteína hacia la ruta secreto- 
ra de la célula y que se elimina durante su 
translocación al lumen del retículo endo- 
plásmico (fig. 1 .lO) (Floros et al. 1985). 
En rata se ha detectado recientemente la 
presencia en este péptido señal de un resi- 

1 23 4 5 6 7 

3’ DNA 
(4.7 kb) 

mRNA 

preSP-A 

SP-A 
(28-36 kDa) 

Figura 1.10. Síntesis de la SP-A. El gen de la SP-A posee 7 exones, que incluyen 4 regiones codificantes 
y 5 regiones UTR (regiones no traducidas). En la preproteína se ha indicado la posición del péptido señal con 
trazo discontinuo. En la SP-A madura (esquematizada en forma monomérica) se han representado la hidro- 
xilación de las prolinas del dominio colagénico (1) los puentes disulfuro (-SS-) y la glicosilación del dominio 
globular. 
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duo de Cys, al parecer implicado en la for- 
mación de un puente disulfuro necesario 
para el correcto plegamiento de la proteína 
(Elhalwagi et al. 1997). Una vez en el retí- 
culo endoplásmico, se produce la glicosila- 
ción de la Asn- con un oligosacárido 
rico en manosa al que, ya en el complejo de 
Golgi, se añade un residuo de ácido siálico 
(Whittset et al. 1985c, Phelps et al. 1986). 
También se produce la hidroxilación de 
algunos residuos de prolina (Benson et al. 
1985). Aunque sólo se han observado en 
algunas especies, en condiciones in vitro y 
por medios indirectos, se han detectado 
además otras modificaciones covalentes 
como N-acetilación de la metionina N- 
terminal (Floros et al. 1986, Weaver et al. 
1986), sulfatación de la cadena oligosacá- 
rida (Weaver et al. 1987) y y-carboxilación 
dependiente de vitamina K de residuos de 
ácido glutámico (Rannels et al. 1987). El 
correcto tráfico intracelular y secreción de 

ATG 
TATA 
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la SP-A son independientes de la presencia 
del dominio colagénico (McCormack et al. 
1997~) y la cadena oligosacarida (O’Reilly 
et al. 1988), aunque la velocidad de incor- 
poración a los cuerpos lamelares es menor 
si se inhiben la glicosilación o el procesa- 
miento de la cadena oligosacárida (Alcorn 
y Mendelson 1993). 

El gen que codifica para la SP-B se lo- 
caliza en el cromosoma 2 en humanos 
(Emrie et al. 1988, Pilot-Matias et al. 
1989) y en el 6 en ratón (Moore et al. 
1992). Este gen se expresa tanto en neu- 
mocitos tipo II como en células Clara. Cu- 
riosamente, también se ha detectado SP-B 
en intestino de rata (Eliakim et al. 1989). 

El producto inicial de la traducción de 
la proteína es un polipéptido de 42 kDa, la 
preproSP-B, que sufre un primer procesa- 
miento en el que pierde un péptido señal de 
20-23 residuos (fig. 1 .l 1) (Glasser et al. 
1987, O’Reilly et al. 1989, Weaver y Whit- 

TGA 

I 

N "= 
! 

N 

3’ DNA 
(9.5 kb) 

mRNA 

proSP-B 

SP-B 
(8.7 kDa) 

Figura 1.11. Síntesis de la SP-B. El gen de esta proteína esta compuesto por ll exones en los que hay 10 
regiones codificantes y 3 regiones UTR. Los tramos discontinuos señalados en la proSP-B corresponden a los 
segmentos N (incluido el peptido señal) y C-terminal que se eliminan en el proceso de maduración de la proteí- 
na. Obsérvese en ambos tramos la presencia de sendas cadenas oligosacáridas. En la SP-B madura se han re- 
presentado los puentes disulfuro intra e intercatenarios (-SS-). 
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sett 1989). El producto resultante, la 
proSP-B, experimenta la glicosilación de 
uno o dos residuos de asparragina con un 
oligosacarido rico en manosa y con ácido 
siálico (Emrie et al. 1989, O’Reilly et al. 
1989, Hawgood et al. 1993). La proSP-B 
presenta un alto grado de homología con el 
precursor de la saposina, así como con la 
glicoproteína sulfatada- 1 (Patthy 199 1, 
Zaltash y Johansson 1998). Debido a ello, 
se cree que esta proteína, ademas de ser la 
precursora de la SP-B, podría tener alguna 
otra función. Finalmente se eliminan de la 
proSP-B sendos fragmentos de 176 y 102- 
107 residuos de los extremos N y C- 
terminal (Weaver y Whitsett 1989), res- 
pectivamente, durante su transporte desde 
el complejo de Golgi hasta los cuerpos 
lamelares en un compartimento endosómi- 
co-lisosomal (Voorhout et al. 1992a). El 
procesamiento del extremo N-terminal se 
lleva a cabo por la acción de una proteasa 
del tipo catepsina D (Weaver et al. 1992). 
La región N-terminal y la parte correspon- 

diente al péptido maduro son necesarias 
para que la SP-B llegue a los cuerpos la- 
melares (Lin et al. 1996a, Lin et al. 
1996b). Parece ser que al menos parte del 
procesamiento postraduccional que expe- 
rimenta la SP-B se produce específica- 
mente en neumocitos tipo II (Hawgood et 
al. 1993). 

La SP-C humana está codificada por 
dos genes situados en el cromosoma 8 
(Fisher et al. 1988b, Glasser et al. 1988a). 
Aunque son dos los c-DNA que se han 
detectado, esto se podría deber a una va- 
riación alélica o a variaciones en el sitio de 
procesamiento intrón-exón más que a la 
existencia de un gen duplicado (Glasser et 
al. 1988b). En conejo (Boggaram y Mar- 
gana 1992) y en ratón (Glasser et al. 1990) 
sólo se ha encontrado un gen hasta el mo- 
mento, situado en el cromosoma 14 en esta 
última especie (Moore et al. 1992). 

De la expresión de este gen, que se 
produce exclusivamente en neumocitos 
tipo II, se obtiene un péptido de aproxima- 

ATG 
TATA , 

I-GA 
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Figura 1.12. Síntesis de la SP-C. El gen de la SP-C se compone de 6 exones, en los que se incluyen 5 regio- 
nes codificantes y 3 regiones UTR En la proSP-C se muestran con trazo discontinuo las porciones N y C- 
terminal que son elimiuadas en el procesamiento postraduccional. Las dos lineas negras en zigzag representan 
los dos restos de acilo unidos a los residuos de cisteína del extremo N-terminal. 
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damente 21 kDa, la proSP-C (fig. 1.12) 
(Warr et al. 1987, Glasser et al. 1988a, 
Glasser et al. 1990, Vorbroker et al. 1992, 
Beers et al. 1994). Este péptido experi- 
menta posteriormente una modificación 
aun sin identificar que le hace aumentar de 
masa (Vorbroker et al. 1992, Keller et al. 
1992), y es pahnitoilado en dos cisteínas 
(Vorbroker et al. 1992). Finalmente, es 
sometido a varias etapas proteolíticas en 
las que pierde residuos en ambos extremos 
(Glasser et al. 1988a, Beers et al. 1994, 
Beers y Lomax 1995). Parte de este proce- 
so (Beers et al. 1994, Vorbroker et al. 
1995b) se produce en el trans-Golgi y los 
cuerpos multivesiculares, y termina en los 
cuerpos lamelares (Beers 1996). La proSP- 
C carece de péptido señal, aunque se ha 
propuesto que parte de la secuencia de la 
SP-C madura podría actuar como tal y 
como dominio de anclaje a membranas 
(Keller et al. 199 1, Keller et al. 1992). 

Al igual que en el caso de la SP-A, el 
gen que codifica para la SP-D humana se 
encuentra en el cromosoma 10 (Kölble et 
al. 1993, Crouch et al. 1993), mientras que 
en ratón se sitúa en el cromosoma 14 
(Motwani et al. 1995). 

La expresión del gen se produce tanto 
en neumocitos tipo II como en células Cla- 
ra, habiéndose descubierto recientemente 
que la proteína también se expresa en glán- 
dulas traqueales (Wong et al. 1996) y, cu- 
riosamente, en estómago, corazón, riñón y 
mesenterio de rata (Motwani et al. 1995, 
Fisher y Mason 1995, Chailley-Heu et al. 
1997). Su producto inicial de traducción es 
un péptido de 39 kDa que experimenta 
glicosilación en residuos de asparragina, e 
hidroxilación y posterior glicosilación de 
residuos de Lys en el dominio colagénico 
(fig. 1 .13) (Crouch et al. 1991). En la se- 
cuencia del c-DNA aparece un péptido 
señal (Shimizu et al. 1992) que desaparece 

33 DNA 
3.5 kb 

mRNA 

preSP-D 

SP-D 
43 kDa 

Figura 1.13. Síntesis de la SP-D. El gen de esta proteína está compuesto por 8 exones. en los que hay 7 re- 
giones codificantes y 2 regiones UTR. En la preSP-D se ha indicado la presencia del péptido señal con IraLo 
discontinuo. Además en la proteína madura (esquematizada en forma monomérica) se muestran la hidroxila- 
ción de residuos de lisina y prolina del dominio colagénico (1) los puentes disulfuro (-SS-) y la glicosilación del 
dominio colagénico. 
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en la proteínamadura.Paraquela proteína
pueda ser posteriormente secretada,es
necesariala formación de los puentesdi-
sulfuro intercatenarios que permiten la
formación de los dodecámeros,siendo la

estabilidadde la triple hélice
(hidroxilación de residuosde
Usina) un requisito previo para
constituyan estas uniones
Augsburgercf al? 1 996b).

de colágeno
prolina y de

que se
(Brown-

1.3.2 ALMACENAMIENTO

El surfactantepulmonar se almacena
en los cuerposlamelaresantesde ser se-
cretado al espacio alveolar. Aún no está
clara la forma en que los fosfolipidos son
transportadosdesde el retículo endoplás-
mico hastalos cuerposlamelaresa través
del complejode Golgi. Aunque los prime-
ros estudiosparecíanindicar que el proce-
so detransportese llevabaa cabomediante
proteínastransportadorasde fosfolípidos,

hoy secreemásprobablequeseproduzca
por fisión de pequeñasvesículasmediada
por proteínasligantesde fosfolipidos (Ha-
wgood 1997).

El transportede las proteínasSP-A,
SP-B y SP-Chastalos cuerpos lamelares
seproducea travésde la propia ruta bio-
sintética(que al parecerescomúnparalas
tres) mediante cuerpos multivesiculares
(Voorhoutcf al? 1993).

1.3.3 SECRECIÓN

La secrecióndel surfactantepulmonar
se producepor exocitosis de los cuerpos
lamelares.Iones Ca2~ (Haller cf al. 1998),
microtúbulosy microfilamentos (Bhandari
cf al? 1997) parecenestarimplicadosen el
proceso.Tambiénla anexinaII (Liu ci’ al?
1996,Liu cf aL 1997) y unaproteínamuy
similar a la sinexina de las glándulasadre-
nales(Chandery Wu 1991) podríanparti-
cipar. Sin embargo,no todos los elementos
del surfactante salen al alveolo con los
cuerposlamelares.En estesentido,la SP-D
no seha logradodetectaren estosorgánu-
los, de lo queseha deducidoquesesecreta
por otra vía (Voorhout cf al. 19921=).
Igualmente,algunosautoressostienenque
partede la SP-A sintetizadaen los neumo-
citos tipo II se podríasecretara travésdc
la vía constitutiva,independientementede
la ruta de los cuerposlamelares.Estaopi-
nión sebasaen queuna estimulaciónen la
secreciónde PC no va acompañadade un
incremento proporcional en los rnveles
extracelularesde SP-A, y en la apariciónde

SP-A marcadaen el fluido alveolar antes
de que se pueda detectaren los cuerpos
lamelares(Ikegamicf al. 1992. Froh cf al.
1993, Rooneycf al. 1993. Ikegami cf al?
1994).

El procesode secreciónresulta esti-
mulado por hiperventilación,debidoa una
acción mecánicaproducidapor distorsión
celular,a cambiosenel pH extracelularo a
ambosfactores(Batenburg1995, Floros y
Phelps1997).Un estudiorealizadorecien-
tementepor Tolle y colaboradoresmuestra
quela hiperoxiaaumentalos nivelesde SP-
A, pero no los de lípidos del surfactante,
indicando unaregulaciónindependientede
la secreciónde amboscomponentes(Tolle
cf al? 1997). Tambiénactúancomo secre-
tagogosmúltiples compuestos:ésteresde
forbol y diacilgliceroles,ácido araquidóni-
co y eicosanoides,ionóforosde Ca21, deri-
vados de piridina, y agonistas¡3-adrenér-
gicos, bistaminérgicos,purinérgicosy de
vasopresina (Hawgood 1997, Floros y
Phelps 1997). Es posible que en estepro-
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ceso haya una interacción endotelio-
epitelio de tipo paracrino, puesse ha de-
mostradoqueel péptido vasoactivoendo-
telina-1 estimulala secreciónde surfactante
(Sen cf al. 1994). En cuanto a posibles
secretagogosexógenos,se ha observado
que el lipopolisacárido(LPS) de Eschcri-
chía colí también estimula la secreción
(Romero cf al. 1995), aunqueun estudio
recientemuestrael efecto contrarioparael
LPSdeSalmoncllaminnesota(Fehrenbach
cf al? 1998).

La SP-A (Rice ci’ al. 1987, Dobbs cf
al. 1987) y, en menorextensión,los lípidos
del surfactante(Dobbsetal? 1 987) ejercen
un mecanismode retroalimentaciónnegati-
va sobrela secrecióndel surfactantepul-
monar. La accióninhibidora de la SP-A se
producemediantesu unión a un receptor
(Kuroki cf al. 19881=,Kuroki cf al? 1988c).
Sehanpropuestocomo posiblesreceptores
de la SP-A proteínasde 32 kDa (Strayercf
al. 1993, Strayer cf al. 19961=),170-200
kDa (Stevenscf al. 1995) y 210 kDa

Figura 1.14. Mielina tubular. Las estructuras
másapiladasque aparecenen la partesuperiordc
la imagenson cuerposlame>ares. Imágenesextrai-
das de MasonR. J. y ShannonJ. M. (1997). Al-
veolartype II celís, en me Lung: Scient¡f¡cFoun-
dations, 2nd edition. cd. RO. Crystal. iB. West,
ER. Weibel. P.J.Barnes(Philadelphia:Lippincott-
RayenFublishers):9.18.

(Clíroneoscf al? 1996)situadasen la mem-
branade los neumocitostipo II.

Una vez en la luz alveolar, el surfac-
tanteprocedentede los cuerposlamelares
se desempaquetay forma una estructura
altamenteordenadaen forma de mafla, la
mielina tubular (fig. 1.14). Parala forma-
ción de mielina tubularesnecesariala pre-
senciade SP-A, SP-B, DPPC, PG y Ca2~
(Suzuki cf al. 1989, Williams cf al. 1991,
Poulain cf al? 1992, Clark cf al? 1995,
Korffiagen cf al. 1996). Las partículasob-
servadasen las esquinasde las formaspoli-
gonalesque aparecenen esta estructura
son al parecer SP-A (Voorhout cf a!
1991).En general,resultaun hecho acep-
tado que la mielina tubular actúa como
reservorioy precursorde la monocapaque
se forma posteriormenteen la interfase
aire/aguadel alveolo pulmonar. En este
sentido, se ha observado en estudios ¡ti

vifro que la actividaddeunaserín-proteasa
(Grossy Schultz 1990) o de la fosfolipasa
D (Dhandcf al? 1998) facilita su conver-
sión a la formavesiculara partir de la cual
se formaría la monocapa,aunquealgunos
autoressostienenque estatransformación
del surfactantepareceestar relacionada
máscon la salidade materialesde la mono-
capa que cori su incorporación a ésta
(Veldhuizen cf al. 1993, Gross cf al.
1997). Por otra parte,estudioscon surfac-
tantesexógenos(Notter cf al. 1986) y con
ratonestransgénicosqueno expresanSP-A
(Korthagen cf al. 1996) han demostrado
que el surfactanteno necesitatransformar-
seprimero en mielina tubular paraejercer
suactividad.

Durante muchosaños se ha asumido
que el surfactane funcional se encuentra
formandouna monocapaen el alveolo. Sin
embargo,esto no seha podido demostrar
aún, y esprobableque estemodelo sea en
realidadunasimplificación de las estructu-
ras que realmente existen. Estudios re-
cientes de microscopia electrónica y de
tensiónsuperficial apuntanmásbien hacia
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un sistema de varias membranaslipídicas
asociadasestrechamentea la monocapaen
la interfaseaire/agua(Schúrchcf al? 1995)
(fig. 1 .1 5). Es posible que estaestructura
en multicapasse forme en cadaprocesode
compresión(espiración)de la monocapay
quedespués,al expandirsedurantela inspi-
ración, se redisperseen la interfase ai-
re/líquidocon ayudade la SP-C(Amrein cf
al? 1997, von Nahmencf al? 1 997a. von
Nahmencf a! 1 9971». Decualquierforma,
la estructura (o estructuras)formada se
podríaenriqueceren DPPCposteriormente
con cada ciclo de compresión-expansión,
mediantela exclusiónde componentesdis-
tintos de DPPC. Esteprocesoestáfavore-
cido al parecerpor la SP-B (Yu y Possma-
yer 1990) y, probablemente,por la SP-A
(Yu y Possmayer1990, Schúrch cf al.
1992,Schíirchcf al? 1995,Yu y Possmayer
1998,Cajal et al. 1998).

4 ~...4 1 IS 1~ + .t> á+~

ji ~ ~ l.I~y<.,., ~h1Y<~SC~

1 ~> +

fu
CL•

Figura 1.15. Secrecióndel surfactantepulmo-
nazi CL . cuerposlamelares;MT. mielina tubular;
figuras azules.SP-A; figurasverdes. SP-B:figuras
rosas.SP-(2.

1.3.4DEGRADACIÓN Y RECICLAJE

En el liquido alveolarhay estructuras
vesicularespobresen proteínasy con baja
actividad superficial, conocidasen la bi-
bliografla como “vesículas o agregados
pequeños” (Batenburg 1995, Floros y
Phelps 1997). Estas estructuras están
constituidasprobablementeel material de
salida (principalmente fosfolípidos) de la
monocapaenriquecidaen DPPC. La for-
mación de estos agregadospequeñosen
cada ciclo de compresión-expansiónpul-
monar pareceestar relacionadacon la de-
gradaciónde la SP-B por partede unase-
rín-proteasa(Veldhuizenct al. 1993) de-
nominada convertasa (Gross y Schultz
1992). Esta enzima, una glicoproteinade
72 kDa, ha sido donada recientemente
(Krishnasamycf al. 1998).

Una vez fierade la monocapa,los lí-
pidos puedenseguir varios caminos (Ba-
tenburg1995, Hamm cf al? 1996, Floros y
Phelps1997):

1. Transporteciliar hacia las víasaé-
reasaltas.

2. Captura y degradaciónpor parte
de los macrófagosalveolares.La SP-A
aumentael procesode captaciónde lípi-
dos por estas células (Wright y You-
mans 1995).

3. Pasoa linfa o sangre.
4. Recapturapor partede los neu-

mocitos tipo II para ser reutilizados o
degradadosen lisosomas.En esteúltimo
caso,partede los productosde degra-
dación se aprovechanposteriormente
para resintetizarPC. La recapturapor
partede los neumocitostipo II parece
ser la vía más importante de aclara-
mientode los lípidos del surfactante.

Aunqueun estudiorecientedemuestra
que la presenciade SP-A no es necesaria
para la recapturade lípidos del surfactante
por las células alveolares(lkegami ct al.
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1997), trabajos anteriores indican que la
SP-A podríamediaro al menosacelerarel
proceso(Wright cf al. 1987, Rice cf al?
1989, Tsuzuki cf al? 1993, Bates cf al?
1994)al favorecerla uniónde aquéllosa la
membranade los neumocitostipo II (Ho-
rowitz cf al. 1996).Estauniónestámedia-
da al parecerpor la interacciónde la pro-
teína conun receptor(Wright cf al? 1989,
Ryan cf al? 1989, Strayerct al? 1993, SIe-
vensa al? 1995, Strayercf al? 1996b).La
SP-B y la SP-C (Rice cf al? 1989, Ho-
rowitz cf al. 1996) también favorecenla
unióna la membranacelular y la endocito-
sisde vesículaslipídicas. Aunquesuacción
no pareceestarmediadapor receptores,se
ha observadoque la SP-» asociadaa lípi-
dos se une a zonasconcretasde la mem-
branade los neumocitostipo II (Bates cf
al. 1992). El aclaramientodel surfactante
afecta mayoritariamentea los agregados
pequeños,permaneciendolos denominados
agregadosgrandes(fracción funcional del
surfactante)intactosenla luz alveolar(Ho-
rowitz cf al. 19971=).

Al igual que los fosfolípidos, las pro-
teínassonrecapturadaspor los neumocitos
tipo II, aunquesu recambioes másrápido
que el de la SatPC(Hawgood 1997). La
SP-A esendocitadaposiblementetras unir-
se a un receptora través del dominio de
reconocimientode carbohidratos(Murata
cf aL 1 993). Posteriormente,partede la
proteína se incorporaríade nuevo a los
cuerposlamelaresvía cuerpos multivesi-
culares(Ryan cf al. 1989, Young cf al.
1993). Por otraparte,la SP-»parecelijar-
seazonasdeterminadasde la membranade
neumocitost¡~O II (Batescf al? 1992) para
ser internalizaday, en parte, secretadade
nuevocon los cuerposlamelares(Breslin y
Weavercf al. 1992).Otra fracciónde SP-»
esdegradadaen el interior de estascélulas
y en macrófagosalveolares(Batesy Fisher
1993). Su reciclaje pareceestarestrecha-
menterelacionadocon el de la SatPC,aun-

que seproducemás rápidamente(Henrycf
al. 1996). También se ha observado,me-
diante marcajeradiactivo,que la SP-C es
recapturaday vuelta a secretaral espacio
intraalveolar(Baritussio cf al? 1992, Pinto
cf al. 1993) en un procesofavorecidopor
la SP-A (Pinto cf al? 1995) e inbibido por
la SP-» (Horowitz cf al. 1 997a). El ada-
ramientodeestepéptidotambiénseprodu-
ce mediantecaptura por macrófagosal-
veolares(Baritussíocf al? 1989). Al pare-
cer, la forma monoméricade la SP-C se
elimina con mayorfacilidadquela dimérica
(Li cf al? 1998). La recapturade estaúlti-
maforma se aceleraal elevarlos nivelesde
glutationen el medio, posiblementedebido
a su conversiónen monómero.Encuantoa
la SP-D, su aclaramientoparececorrer a
cargo (al menosen parte)de los macrófa-
gos alveolares,siendo independientede la
presenciade SP-A y lípidosdel surfactante
(Dongy Wright 1998).

Para mantener la homeostasisdel sur-
factantepulmonardebehaberun equilibrio
entresusecrecióny sueliminación.En este
sentido,tanto la hiperventilacióncomo los
agentesagonistas[3-adrenérgicos,además
de actuar como secretagogos,soncapaces
de activar su capturay metabolismo(Ba-
tenburg 1995, Hawgood 1997). La acción
de los agonistas¡3-adrenérgicosse debe
probablementea que inducenun aumento
de receptorespara la SP-A (Chen cf a!
1996). En contradiccióncon lo anterior-
mente dicho, Griese y colaboradoresob-
servaronque estassustanciasno teníanun
efecto estimulante sobre el aclaramiento
del surfactante,y que la concanavalinaA,
unalectinaque inhibe la secreciónde fos-
folipidos, es sin embargoincapazde esti-
mular la recapturade fosfolípidos (Griese
cf al? 1991).A la vista de estosresultados,
proponenque la secrecióny la eliminación
del surfactanteestánreguladaspor meca-
nismosdistintos.
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1.4. CARACTERÍSTICAS FUNCIONALES DE LOS

COMPONENTES DEL SURFACTANTE PULMONAR

1.4.1 LÍPIDOS

Desdehacevariasdécadasse sabeque
la DPPC. componentelipídico mayoritario
del surfactantepulmonar,es el principal
responsablede sus propiedadestensoacti-
vas (Hawgood 1997). Cualquier suspen-
sión de fosfolipidos en aguatiende a for-
mar espontáneamenteuna monocapaen la
interfase aire/agua.El desplazamientode
las moléculasde agua en la interfasepor
partede estamonocapase traduceen una
disminuciónde la tensión superficial. La
tensiónsuperficial del aguapura es de 70
mN/m. Si ponemosun excesode fosfolipi-
dosen suspensión,la acumulaciónde éstos
en la interfaseseproducehastaalcanzary

25 mN/m, que marcaríael punto de equi-
librio del sistema.Aunqueaumentemosla
concentraciónde fosfolipidosen la suspen-
sión, la tensiónsuperficialse mantendráen
estevalor. Sin embargo,si comprinffinosla
monocapa formada después de alcanzar
esteequilibrio, los fosfolipidos situadosen
ella pasana ocuparun áreamolecularme-
nor, quedandomásempaquetados.En es-
tas condicionesseexpulsanmásmoléculas
deaguade la interfase,y la tensiónsuperfi-
cial se reduceaúnmás,pudiendo alcanzar
incluso valores cercanosa los O mN/m,
dependiendode la especiefosfolipídica de
que setrate. Sin embargo,esteestadode
compresiónno es estable, tendiendo el
sistemaarecuperarla tensiónsuperficialde
equilibrio mediante la exclusión de molé-
culas de fosfolipido de la monocapa.Los
fosfolipidos que poseancadenasde acio
insaturadasquedaránpeorempaquetadosal
comprimir la monocapa.Por el contrario,
aquellosotros con cadenassaturadaspo-
drándar lugara estructurasmásordenadas,
capacesde soportarmejortensionessuper-

ficiales más bajas. Esto último es lo que
ocurrecon las especiesdisaturadasde PC,
másconcretamentecon la DPPC. Las mo-
nocapasde DPPCpuedensercomprimidas
hastavalores de y inferiores a 1 mN/m,
mostrandouna marcadaestabilidadfrente
al colapsoDe ahi que estaespecieseama-
yoritaria en el surfactantey seala máxima
responsablede su actividadcomo cornpo-
nenteantiatelectásico.

Sin embargo,paraque los fosfolípidos
ejerzansuactividadsuperficial,antesdeben
accedera la interfaseparaconstituir la mo-
nocapa.El procesode adsorciónseprodu-
ce másrápidamentecuando los lípidos se
encuentranen estadolíquido cristalino. La
DPPC poseeuna 1,,, (temperatura de tran-
sición de fasegel-liquido cristalino) de 41

es decir, seencuentraen estadogel a
37 0C, porlo quesu adsorciónes muy lenta
en estascondiciones.Las especiesinsatu-
radas,en cambio, formanmásrápidamente
una monocapaen la interfaseal teneruna
Tm inferior a los 37 0C. Estehechopodría
justificar la presenciade estasespeciesen
el surfactante,aunqueno se descartaque
puedan desempeñarotras funciones. De
estemodo, las especiesde PC insaturadas
facilitarían la adsorcióndel surfactantey,
una vez formada la monocapa,la DPPC
podría ejercer su acción reductorade la
tensiónsuperficialhastavaloresde alrede-
dor de 1 niN/m. Aunquesu papel en el
surfactanteaún no está claro y es posible
que sólo setratede contaminantesde ori-
gen celular, éstapodríaser tambiénla fun-
ción del colesteroly de otros lípidos neu-
tros del surfactanteque modifican la flui-
dezde la DPPC.En estesentido,al compa-
rar la temperaturacorporalnormalen dis-
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tintas especiesde vertebrados,sehaobser-
vado que, cuantomenores ésta,mayor es
la presenciade colesterol y de especies
insaturadasen el surfactante,incluso en
individuosde la mismaespecie(Danielscf
al. 1995, Daniels cf al. 1998). Una vez
formadala monocapaen la interfase,ésta
se iría enriqueciendoen DPPC al ir elimi-
nándose otros fosfolipidos (principalmente
los insaturados)en cadaciclo de compre-
sión-expansión.

Se ha observadoque tambiénel PG y
otros fosfolipidos ácidosfavorecenel pro-
ceso de adsorcióndel surfactante(Meban
1981). En determinadascondicionesy en
algunasespeciesel Pl puedereemplazaral
PG sin que se altereel correctofunciona-
miento del surfactante (Batenburg 1995,
Floros y Phelps 1997). Sin embargo,es
muy probableque la carganegativade sus
cabezaspolaresconfiera a los fosfolipidos
ácidosotrasfuncionesadicionalesmediante
interaccióncon iones Ca2 o con grupos
catiónicos presentesen las proteínasdel
surfactante(Hawgood1997).

Los lípidosdel surfactantepodríande-
sempeñarun importantepapelen la regula-
ción de los procesos de defensa en el pul-
món debido a su capacidadininunosupre-
sora. En este sentido, se ha demostrado
que lípidos y extractosde surfactanteca-
rentesdeproteínashidrofilicas (SP-A y SP-
D) soncapacesde inhibir la producciónde
citoquinas (Thomnassena al. 1992, Tho-
massencl aL 1 994, Krenilev y Phelps
1 994b), prostanoides(Fóldes-Filepel a!
1994) e inniunoglobulinas (Kreinlev y
Phelps1 994b), implicadosen el procesode
inflamación mediadopor los macrófagos
alveolares,ademásde bloqueartambiénla
proliferación de linfocitos inducida por
mitógenos(Wilshercf al. 1988a,Wilsher cf
al? 1988b, Kremlev cf al. 1994a) y la qui-
miotaxisde macrófagosalveolares(Tanaka
el a! 1997). Asimismo, inhiben la capaci-
dadde la SP-A de estimularla producción
de especiesreactivasde oxígeno(Eñídes-
Filep cf al. 1994) y la apariciónde marca-
dores de superficie (Kremlev y Phelps
1997b)en macrófagos.

1.4.2 SP-A

La SP-Aescapazde interaccionarcon
lípidos de forma independiente de Ca24
(King cl al? 1983,King ¡984,Casalset al?
1993). Aunque la unión presentauna alta
especificidadparala DPPC(Kuroki y Alá-
no 1991a, Casals eta! 1993), ésta es ma-
yor con mezclas de DPPCy fosfol~pidos
ácidos en presencia de Ca2t (King y
MacBeth 1981, King cf al. 1983, King
1984). En contra de lo observadoante-
riormentepor algunosautores(Rossct al.
1986b, Kuroki y Akino 1991a), experi-
mentos más recientes con SP-A recombi-
nante han demostrado que la integridad del
dominio colagénico no es imprescindible
para que se produzca esta interacción
(McCormack cf al. 1997c). Aunque la zo-
na del cuello de la SP-A parece participar

en la interacción de la proteína con lípidos,
debe haber otra región implicada (Ogasa-
wara cf al. 1994). Esta región, aparente-
mente más importante en la interacción,
estaría situada en el dominio de reconoci-
miento de carbohidratos (Kuroki cl al?
1994, McCormack cf al. 1997b).En este
sentido, Sano y colaboradoreshandemos-
trado que la región comprendidaentre los
residuosGlu-195 y Phe-228 es necesaria
parala interaccióncon fosfolípidos (Sano
cf al. 1998). Un aumentode fuerzaiónica
en el medio o la adición de agentesque-
lantesde cationesdivalentesno rompe las
interaccionesentre SP-A y lípidos en el
surfactantenativo, lo que sugiereque las
interaccionesapolaresdesempeñanun pa-
pel importanteen el proceso(King cf al.



1.22 1.LVTRODUCCJÓN

1983,King 1984).Seha observadoademás
quela asociaciónde SP-A y fosfolípidosse
ve favorecidaatemperaturasinferioresa la
de transiciónde fase, es decir, cuandolos
lípidosseencuentranen estadogel (King cf
al? 1983,King 1984,King elal? 1986, Ca-
salscf al? 1993).

Ademásde unirsea vesículaslipídicas,
la SP-A es capazde inducir su agregación
en presenciade Ca24 (King cf al. 1983,
Hawgoodcf al. 1985, Efrati cf al? 1987,
Casalscf al? 1993). El dominio de recono-
cimiento de carbohidratos desempeña un
papel importante en la agregación de vesí-
culas(McCormackcf al? 1 994b, Ogasawa-
ra cl al? 1994, Kuroki cf al? 1994, Hiraike
ci’ al? 1995,McCormack cf al? 1997b),y el
mantenimientode la estructuracuaternaria
esfundamentalparaestaactividad(Rosscf
al. 1991, Kuroki y Akino 1991b, McCor-
mack cf al? 1 997c).

El Ca2~ actúa como ligando de la SP-
A. Parece haber al menos dos sitios de
unión. Uno de ellos, de alta afinidad,pare-
ce estarsituadoen el fragmentoresistente
a colagenasa(Haagsmancf al. 1990, Soh-
ma cf al? 1992). Se ha observadoque la
unión de Ca2~ a estaregión es responsable
de un cambio conformacionalen la proteí-
na (Haagsman cl al? 1990, Sobrnacf al?
1992, Sohmacf al? 1993), y que concen-
traciones fisiológicas de Ca2~ inducen la
autoagregación reversible de la SP-A (Ha-
agsman cf al. 1990). La existencia de resi-
duos de ácido y-carboxiglutámicopodría
estarrelacionadacon la unióna estecatión
(Rannelscf al. 1987).

La SP-A, al igual que el resto de las
lectinas de tipo C, tiene la capacidad de
unn-se, de forma dependiente de Ca2~, a
carbohidratos(Haagsmancf al. 1987. Hau-
rum cf al? 1993) y glicolipidos (Childs cf
al. 1992,Kuroki cf al. 1 992b)a travésdel
dominio de reconocimiento de carbohi-
dratos. Entre las distintasespeciesde mo-
nosacaridos,la SP-A presentauna especial
afinidad por manosa (Haagsmancf al.

1987).Sin embargo,la funciónde la cade-
na oligosacáridade esta proteínano está
clara. Se ha comprobadoque no estáimpli-
cadaen el transporteni en la secreciónde
la proteína(O’Reilly cf al? 1988),y que su
ausenciaparcial o total no afecta ni a la
capacidadde la SP-A de inhibir la secre-
ción de surfactanteni a la unión a su re-
ceptor (Kuroki cl al? 1988a, McCormack
cf al. 1994a).Si se ha observado,en cam-
bio, que la SP-A humanadesglicosilada
pierde la capacidad de agregar vesículas
lipídicas (Haagsmancf al. 1991), aunque
un trabajo más reciente contradiceestos
resultados(McCormackcf al. 1 994a).

En cuantoal papel que desempeñala
SP-A en el contextodel alveolo pulmonar,
sonvariaslas funcionesque sele atribuyen,
pudiéndoseagruparen tresapartados:

1) Actividad biofísica del surfac-
Unte.

- Participaen la formacióndela mie-
lina tubular a partir del surfactantese-
cretadodesdelos cuerposlamelares.Pa-
ra esteprocesotambiénes necesariala
presenciade SP-II y de Ca2t (Suzuki cl
al? 1989,Williams cf al. 1991).

- Facilita la adsorciónde los lípidos
del surfactantea la interfase aire/agua
del alveolo, aunquede forma relativa-
mente débil en comparacióncon las
proteínashidrofóbicas SP-B y SP-C
(King y MacBeth 1979, King y

MacBeth 1981, Chung ci’ al? 1989,
Schíirch cf al? 1992, Yu y Possmayer
1993. Putmancf al? 1996). Este efecto
esmayor en presenciade SP-»,SP-Cy
Ca2’ (Hawgoodcf al. 1985. Hawgood
cf al? ¡987, Efrati cf al? 1987, Yu y
Possmayer1990).

- Favoreceel enriquecimientode la
monocapaen DPPC (Yu y Possmayer
1990, Schuirchcf al. 1992, Yu y Poss-
mayer 1998).

- Participa,junto con la SP-», en el
mantenimiento de los agregadosgran-
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des, que constituyenla fracciónfuncio-
nahnenteactiva del surfactanteen el al-
veolo pulmonar(Veldhuizencl al? 1994,
Veldhuizencf al. 1996).

- Contrarresta la inhibición de las
propiedadestensoactivasdel surfactante
provocada por proteínas plasmáticas
como albúmina y fibrinógeno
(Cockshuttcf al? 1990, Hallinan cf al.
1991, Strayer cf al? 1996a). Además,
pareceintervenir en el aclaramientode
componentesplasmáticosen los alveo-
los. En este sentido,seha visto que la
SP-A se une a VLDL y favorece su
capturapor macrófagosalveolares(Al-
berticf al? 1998).

2) Ciclo metabólicodel surfactan-
te.

- Interviene en la recapturadel sur-
factantepara su reciclaje, favoreciendo
al menos la unión de los lípidos a la
membrana de los neumocitos tipo II
(Wright cf al? 1987, Rice cf al. 1989,
Tsuzukicf al? 1993,»atescf al? 1994).

- Inhibe la secrecióndel surfactante,
participandoenun mecanismoregulador
de retroalimentaciónnegativa(Dobbs cf
al? 1987,Riceetal? 1987).

- Un trabajo reciente realizado por
Korutla y Strayer señalaque la SP-A
estúnulala transcripciónde los genesde
SP-By SP-C, asícomola de su propio
gen (Korutla y Strayer 1999). Debido a
ello, los autoresproponenun papelde
citoquinapara la SP-A, que funcionaria
medianteun mecanismoautocrino.

Estas funciones relacionadascon el
ciclo metabólico del surfactanteestán
mediadaspor suunión aun receptores-
pecifico situado en la membranade los
neumocitostipo II (Kuroki cf al. 1988b,
Wright cf a! 1989, Stevensci’ al? 1995,
Chroneosci’ al. 1996, Pattanajitvilaicf
al. 1998). La integridad del dominio
colagénicoesnecesariaparaque se pro-
duzca su interaccióncon estereceptor

(Kuroki y Akino 199Ib, McCormackci
al. 1 997c),posiblementedebidoaquela
eliminaciónde estaregión produceuna
pérdida de estructura cuaternaria.Va-
rias evidenciasdemuestranqueesta in-
teracciónesdependientede Ca2~ (Kuro-
ki cf al? 1988c, Wright ci’ al. 1989,
Chroneoscf al. 1996) y que seproduce
a travésdel dominio de reconocimiento
de carbohidratos(McCormack cf al.
1994b,Kuroki ci al. 1994, Hiraike cf al.
1995). Dentrode estaregión, la secuen-
cia comprendidaentrelos residuosGlu-
195 y Phe-228desempeñaun papelfun-
damental(Sano ci al. 1998). Esto po-
<Iría explicar el hechode queotraslecti-
nasseancapacestambiénde estimularla
recapturade fosfolípidos o de inhibir su
secreción en los neumocitos tipo II
(Griesecf al. 1991).

3) Defensafrente a agentespató-
genos.

- Induce quimiotaxis (Wright y
Youmans1993) y apariciónde marca-
dores de superficie (Kremlev y Phelps
1997b)en macrófagos.

- Acelera la maduración de linfocitos
(Kremlev cf al? 1 994a) e incrementala
secreciónde determinadascitoquinasen
monocitos, neumocitos tipo II y ma-
crófagos alveolares(»lau cf al. 1994,
Kremlevy Phelps1 994b, Kremlevel a!
1 997a), así como la producciónde in-
munoglobulinas (Kremlev y Phelps
1994b). Estos datos se contradicensin
embargocon los resultadosobtenidos
en otros trabajos,en los que se ha ob-
servadoque la SP-A inhibe la prolifera-
ción de linfocitos y laproducciónde in-
terleukina-2 (Borron ci al. 1996) me-
diantesuunióna un receptor(Borron cf
al? 1998).

- Incrementala producciónde espe-
cies reactivasde oxígeno de forma se-
lectiva en macrófagosalveolares (van
Iwaardencl al. 1990, Weissbachcl al?
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1994, van lwaardenel a! 1995). Este
efecto sedebeal parecera un aumento
en la expresiónde la NO sintasainduci-
ble (Blau cf al. 1997). Recientementese
ha sugeridola ideade que la SP-A, a la
vez que induce la producción de estas
especiesen macrófagos,es capaz de
protegeral surfactantefrente a su ac-
ción(Amirkhaniany Merritt 1998).

- Favorecela fagocitosisde algunos
virus mediante su opsonización (van
Iwaardencf al? 1991, van Iwaardencf
a! 1995), y neutraliza a otros
(Hartshorn cf al. 1994, »enne cf al.
1995). La interacciónpodría estarme-
diadapor la unión del residuo de ácido
siálico de la cadenaoligosacáridade la
SP-A a una lectina de la cubiertaviral
(van Iwaardencf al. 1 992b,Malliotra cf
al? 1994, Benne ci’ al. 1995, Bennecf
al? 1997).

- Estimula la fagocitosis y destruc-
ción de bacterias(van Iwaardencf al.
1990, Manz-Keinke cf al. 1992,
Geertsmaci al? 1994, Pikaar cf al.
1995, Tino y Wright 1996, Weikert cf
al. 1997, Hickman-Davis ci’ al? 1998).
Ni la regiónde reconocimientode car-
bohidratosni las cadenasoligosacáridas
de la SP-A intervienenal pareceren la

unióna algunosmicroorganismosGram
negativos,por lo que posiblementesea
la región de unión a lípidos de la SP-A
la responsablede la interaccióncon el
lípido A del lipopolisacárido(LPS) de
estas bacterias (van Iwaarden cf al.
1994). La unión a otrasbacteriasserea-
liza medianteinteraccióncon los polisa-
cáridoscapsulares(Kabha cf al. 1997).
Seha demostradoque, unavez en mar-
chala respuestainflamatoria,el receptor
de manosade los macrófagosalveolares
(capazde unir directamentepatógenos
no opsonizados)se inactiva, y la afini-
dad de estascélulasporla SP-A se dis-
para, lo que aumentaríala importancia
del papelde opsoninade la SP-A en la
fagocitosisde microorganismospatóge-
nos(Chroneosy Shepherd1995).

- Su unión dependientede Ca2~aAs-
pergillus fwnigatus también facilita la
fagocitosisy destrucciónde estehongo
(Madanel al. 1 997a).Además,inhibe la
unión de lasIgE a alergenosde estemi-
croorganismoy la liberaciónde histami-
naen basófilos,lo quele podríaconferir
un papelprotector frente a reacciones
de hipersensibilidad producidas por
alergenos inhalados (Madan cf al.
1 997b).

Tabla 1. Funcionesde defensade la SP-A.

Sistemasde
defensadel
organismo

Macrófagos
Quimiotaxis, apariciónde marcadoresde superficie,
producciónde especiesreactivasde oxígeno

Otrascélulas Aumentode la secreciónde citoquinas

Linfocitos
Aceleraciónde. la maduración,aumentode secreción
de inmunoglobulinasy citoquinas

Agentes
patógenos

Virus Aumento de la fagocitosis,neutralización

Bacterias Aumentode la~gocitosisy destrucción

Hongos Aumentode lafagocitósisy desúucción

Alergenos
Disminuciónen la unióna ¡gE, inhibición de la seere
ciónde histamina

1.24
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La unión de la SP-A a macrófagos
alveolarespareceestarmediadapor la
interacción de su dominio colagénico
(Pisoncf al. 1992,Malhotracf al. 1993,
Wright y Youmans 1993) con un re-
ceptor de alta afinidad situado en la
membranaplasmáticade estas células
(Kuroki cf al. 198Sc, Manz-Keinke cf
al. 1991, Pisonci al? 1992, Oosting y
Wright 1 994). Este receptor ha sido
identificado por algunos autores como
ClqR (el receptorde Clq), que podría
sercomún paravarias colectinas(Mal-
hotra cf al. 1990, Malliotra cf al? 1992,
Geertsma ci al. 1994). Sin embargo,hay
que teneren cuentaque la mayoría de
estosestudiosestánbasadosen la com-
petenciade proteínasqueposeendomi-
nios colagénicoscon la SP-A por su
unión al receptor,y quela SP-A es ca-
paz de interaccionar con algunas de
ellas, por lo que el efecto inhibidor de
estasproteínaspodríadebersea su inte-
raccióncon la SP-A,y no a la unión de
éstas al receptor (Oosting y Wright
1994). Además, se ha observado en
otros estudiosque la presenciade ma-
nosaen la cadenaoligosacáridadel re-
ceptoro en la de la propia SP-A esfirn-
damentalparaestainteracción(Winter-
gerst ci al. 1989, Manz-Keinke cf al.
1991, Ohmer-Schréckci al? 1993, Ga-
ynor cf al? 1995), y que éstaesdepen-
diente de Ca2~ (Manz-Keinke ci al.
1991, Ohmer-Schrñckci al. 1993), lo
que podría implicar a interaccionesde
tipo lectina en el mecanismode unión.
Integrando las dos posturasanterior-
menteexpuestas,Ohnier-Schrócky co-
laboradoreshanpropuestoque, aunque
la interacciónconel receptorseproduce
a través de su dominio de reconoci-
mientode carbohidratos,la SP-A podría
tenerademásun sitio de unión para su
dominio colagénico en Cl qR (Ohnier-
Schróck ci al. 1993). Se necesitanpor
tanto más estudiospara avanzaren la

comprensiónde este proceso.De mo-
mento, los datos publicados parecen
apoyarla hipótesisde quehaydistintos
receptoresde colectinasen las células
del sistemainniunitario (Wright 1997).
En este sentido, un trabajo publicado
por Chroneosy colaboradoresmuestra
que la interacciónde la SP-A con ma-
crófagosestá mediadapor un receptor
distinto de CIqR (Chroneos el a!
1996). Estenuevoreceptorparala SP-
A, denominadoCIqR(P),podríaseruna
proteínade membranade 126 kDa, que
ha sido donaday analizadapor Nepo-
mucenoy colaboradores(Nepomuceno
cfal. 1997).

A la vista de las propiedadesdescri-
tas de interaccióncon células del siste-
ma imnunitario, se deduceque la SP-A
ejerce una actividad proinflamatoria.
Teniendoen cuentalas propiedadesan-
tiinflaniatoriasde los lípidos del surfac-
tantecomentadasanteriormente,serála
relación fosfolípidos/SP-A la que de-
terminesi el surfactantepulmonartiene
en conjuntoun carácteranti o proinfla-
matorio. La hipótesisde que la SP-A
desempeñaun papel importante en la
defensade las vías respiratoriasestaría
ademásapoyadapor el hechode que el
interferón-yestimulasu síntesissin alte-
rar la producciónde otros componentes
del surfactante (»allard cf al? 1990).
Asimismo, seha observadoque los ni-
velesde SP-A en enfermosde neumonía
de origen bacteriano son menoresque
en individuos sanos(»aughmanci al.
1993), y que ratonestransgénicosca-
rentesde SP-A sufrencon mayor facili-
dad infeccionespor estreptococosdel
grupo B (LeVine ci al. 1997) y Pseu-
domonas acruginosa (LeVine cf al?
1998), lo quepodríaestablecerunare-
lación entrelos nivelesde estaproteína
y la susceptibilidada infecciones. Sin
embargo, y en contraposicióncon lo
anteriormentedicho, esta proteínapo-
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<Iría actuartambiéncomo adyuvantede
algunos agentes infecciosos. En este
sentido, se ha observado que la SP-A
podría facilitar la infección de macrófa-
gos alveolarespor Adjvcobacfcriumn fu-
berculosís (Downing ci’ al? 1995, (la-
ynor cf al. 1995, Pasulacf al? 1997), y
del epitelio alveolar por Pneumocyslis
carinhi (Zimmermanci’ al. 1992). aun-

que también favorecela unión de este
protozooa macrófagosalveolares,posi-
bilitando así su fagocitosis(Williams cl
al. 1996). Suunión a las cadenasoligo-
sacáridasde Pncu,nocysfis carinil es

dependientede Ca2~, y en ella estáim-
plicado el dominio de reconocimientode
carbohidratosde la SP-A (Zinimernian
ci al? 1992,McCormackcf al. 1997a).

1.4.3 SP-B

La importanciade la SP-» en el sur-
factantepulmonarha sido demostradaen
varios experimentosrealizados in vivo:
anticuerposcontra esta proteína nactivan
surfactantes exógenos y producen fallo
respiratorio agudo en ratonesy conejos
(Johanssony Curstedt 1997). Además,la
carenciacongénitade Sp-» es incompati-
ble con la vida. Estehecho sehademostra-
do al comprobarque ratonestransgénicos
carentesde SP-»moríanal nacer(Clark ci’
al. 1995.Tokieda cf al. 1997). En ratones
heterozigotosse producengravestrastor-
nosrespiratorios(Clark ci’ al. 1997,Tokie-
da cf al? 1997). Tambiénse ha detectado
unamutaciónen el genhumanode la SP-B
que producefallo respiratorio irreversible
en neonatoshomozigotos (Nogee cf al.
1994),y transitorioen individuosheterozi-
gotos (Klein cf al? 1998). Esta deficiencia
estárelacionadaal parecercon un proce-
samientoincompletode la forma inmnadura
de la SP-C (Vorbrokerci a! 1 995a,Clark
cf al. 1995,Klein cf al. 1998).

Aunqueaúnno estáclarala funciónde
la SP-», sus propiedadespodrían arrojar
algunaluzsobresupapelbiológico:

- Es necesaria,junto conla SP-A y el
Ca2, para la formaciónde mielina tu-
bular (Suzukicf al. 1989,Williams cf al.
1991).

- Acelera la adsorciónde lípidos a la
interfase aire/agua (Hawgood el a!

1987, Oosterlaken-Dijksterhuiscf al.
199 la, Wangcf al? 1996a).

- Gracias a la SP-», los lípidos de la
monocapa pueden producir tensiones
superficialesmuy bajas en el alveolo,
posiblementedebido a que enriqueceel
contenido de la monocapaen DPPC
promoviendo la expulsión de otros
componentes(Mathialagany Possmayer
1990, Yu y Possmayer1990, Wang cf
al? 1996a).

- Aumentala estabilidadde la mono-
capa(Cochraney Revak 1991, Wang cf
al. 1996a, Lipp cf al? 1996) y de los
agregadosgrandes,que constituyenla
fracción fimcional del surfactante
(Veldhuizencf al. 1994).

- Podríaestarimplicada en la recap-
tura de fosfolipidosporneumocitostipo
II (Rice cf al. 1989, Horowitz cf al.
1996)graciasa su capacidadde inducir
mezcla de contenidos lipídicos entre
membranas(Rice el al. 1989,Ponlaincl
al. 1992. Poulain cf al? 1996). Algunos
autoressostienenque estapropiedadle
otorga también un papel en el empa-
quetarnientode lípidos en los cuerpos
lamelaresy en el aumentoen la veloci-
dad de adsorciónde fosfolipidos a la
interfase aire/agua (Oosterlaken-
Dijksterhuis cf al. 199lb, Oosterlaken-
Dijksterhuisci al. 1992).

- Se ha observadoque,trasproducir-
se el colapso de una monocapa de
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DPPCal ser comprimida,la SP-II favo-
recela redispersiónde éstaen la interfa-
se (Tanevay Keough 1994, Lipp ci al?
1997).

La estructuradiméricade la SP-II, que
le permitiríainteraccionara la vez condos
bicapas,o conunabicapay una monocapa,
podría ayudamosa comprenderparte del
mecanismopor el cual lleva a cabo sus
funciones.

La SP-E se encuentraocupandoun
planoparaleloala bicapa,ubicándoseen su
superficie sin profundizar mucho en ella
(Baatz cf al. 1990, Vandenbusscheci’ al.
1992b).La región rica en aminoácidosla-
drofóbicosquedaríade estaforma interac-
cionando con las cadenasde acilo de los
fosfolipidos mediante fuerzas de van der
Waals,mientrasquelos residuosbásicoslo

haríancon los grupos fosfato de las cabe-
zaspolaresmediantefuerzaselectrostáticas
(Cochraney Revak 1991, Vandenbussche
cf al? 1992b,Morrow clal? 1993a).

Estudiosde anisotropíade fluorescen-
cia (Baatzcf al. 1990) y de resonanciade
spm electrónico (Pérez-Gil cf al. 1995)
indican que hay una interacción selectiva
entrela SP-»y fosfolípidosaniónicos.Es-
tos datosapoyaríanotros estudiosen los
que se ha observadoque los efectosde
mezclasde Sp-» y SP-C o de SP-» sola
sobre fosfolípidos son dependientesde la
presenciade fosfolípidosácidos (Shiffer cf
al? 1988) y del pH (Shiffer ci’ al? 1988,
Oosterlaken-Dijksterhuisci al. 1991a,Ca-
machocf al? 1996). La abundanciade resi-
duosbásicosen el extremoN-terminal de
la proteínapodría ser importante en esta
interacción(Longo cf al. 1993).

1.4.4SP-C

Actualmente se desconocela función
de la SP-C.Sin embargo,se sabeque ace-
lera la adsorciónde lípidos a la interfase
aire/agua.y que favorecesu actividadten-
soactiva(Warr ci al? 1987,Yu y Possma-
yer 1990, Súnatoscf al? 1990, Oosterla-
ken-Dijksterhuisci’ al. 1991a, Oosterlaken-
Dijksterhuis ci al? 1991b, Seeger ci al.
1991, Creuwelscf al? ¡993). Al igual que
la SP-», facilita la redispersiónde DPPC
en la interfasetrasproducirseel colapsode
la monocapaduranteun ciclo de compre-
sión-expansión,permitiendo que la exclu-
sión de fosfolípidos en cadauno de estos
ciclos sea reversible (Taneva y Keough
1994). Aunqueen menorgradoque la SP-
B, la SP-Ctambiéninducemezclade con-
tenidos Lipídicos (Poulain cf al. 1992), lo
que podría implicaría en la recapturade
fosfoilpidos del surfactanteen neumocitos
tipo ¡¡(Riceel a! 1989).

Las cargaspositivas de la proteína,
muy conservadas,podríandesempeñarun

papel importante en la incorporación de
fosfolípidosa la monocapa(Creuwelsci’ al.
1995b).La capacidadde la SP-Cdedismi-
nuir la Tm del fosfolípido (Siinatos cf al?
1990) y de aumentarsu elasticidady redu-
cir su viscosidad (Pastranacf al. 1991)
tambiénparecenfavorecerel proceso.En
estesentido,se ha observadoque, aunque
estepéptidoaumentael ordende las cabe-
zaspolaresen unabicapa,alteraa la vez el
empaquetamientode las cadenasde acio
delos fosfolípidos(Horowitz ci’ al. 1992).

Aunque aún no se sabequépapelde-
sempeilala palinitoilación de los residuos
de cisteinaen la SP-C, esposiblequeesta
modificación sirva de anclaje del dominio
N-terminal en la membrana,ya que se ha
demostradoque sí influye en la estructura
de la proteínay en su interacciónconlipi-
dos(Creuwelsci al? 1993, Pérez-Gilci’ al?
¡994,Johanssoncf a! 1995), y queafecta
asucapacidadde favorecerla adsorciónde
fosfolipidos a la monocapa y las propieda-
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des tensoactivasde éstos (Wang cl a!
1996b). Estos resultados, sin embargo,
contradicen en parte los publicados por
Qanbar(Qanbarcf al? 1995).

Otro aspectoque se ha relacionado
con sus propiedadesfuncionaleses su ca-
pacidad de segregarse dentro de la bicapa a
temperaturasinferioresa la Tm, separándo-
seen dominios proteicos(Horowitz cf al?

1993).Estehecho sedebeprobablementea
quela longitudde la hélicetransmembranar
de la proteínaesmenorqueel grosorde la
bicapa en fase gel (debido al gran empa-
quetamientode las cadenasde acio), lo
que crearíaen éstairregularidadestermo-
dinámicamentedesfavorablesque seevita-
rían mediantela segregaciónde la SP-Cen
los dominiosanteriormentemencionados.

1.4.5SP-D

Al igual que la SP-A y otras colecti-
nas,la SP-Dtienela propiedadde unirse a
carbohidratos de forma dependientede
Ca2> (Perssonci’ al? 1990, Schelenzci al?
1995). Igualmentese ha observadosu ca-
pacidad para interaccionar, también de
forma dependientede Ca2>, con algunos
lípidos,presentandoespecialafinidadpor el
fosfatidilinositol (Ogasawara ci al? 1992,
Persson cf al. 1992, Ogasawaracf al.
1994) y la glucosilceramida(Kuroki cf al.
1 992a).En la interacciónconcadauno de
los lípidos anteriormentecitadosintervie-
nen al parecerzonasdiferentesde la pro-
teína(Sanocf al? 1998).La unión dela SP-
D a lípidos se produceprincipalmentea
través del dominio de reconocimientode
carbohidratosy la zonadel cuello (Ogasa-
wara cf al? 1994, Ogasawaray Voelker
1995a, Kishore ci al? 1996. Sano cf al?
1998),aunqueotro trabajo ha reveladoque
los dominios N-terminal y colagénicopo-
<Irían intervenir también en dicha unión
(Ogasawaray Voelker 1 995b).

La única funciónqueseha atribuidoa
la SP-Dhastael momentoes la de interve-
nir en los mecanismosde defensadel pul-
món, funciónparala cualresultanecesaria
la integridadde la estructuradodecamérica
(Brown-Augsburger cf al. 1996a). En
efecto, seha demostradosu capacidadde
unirse, agregar,neutralizar y aumentarla
unión de virus a neutrófilos,accionestodas
ellasmediadaspor la unióna carbohidratos

dependientede Ca2> (Hartshorn cf al.
1994). Además,produce aglutinación de
bacteriasGrananegativastrasunirseal LPS
(Kuancf al? 1992,Lim ci al? 1994),y tam-
bién se asociaa Pncumocvsfis carinil me-
diante interacciones con carbohidratos,
facilitando así su unión a macrófagosal-
veolares, aunque no su fagocitosis
(O’Riordan ci’ al? ¡995). En cambio, si
facilita la fagocitosis y destrucción del
hongoAspcrgillusfumigalus tras umrsea
sus cadenasoligosacáridasde forma de-
pendientede Ca2> (Madancf al. 1 997a), y
protegeal organismofrentea reaccionesde
hipersensibilidadprovocadaspor los aler-
genosde estehongo (Madancf al. 1 997b).
A su vez estimulala producciónde espe-
cies reactivas de oxígeno en macrófagos
alveolares(actúaincluso a concentraciones
menores que la SP-A), acción indepen-
diente de la presencia de lípidos del sur-
factante(van Iwaarden cf al. 1992a). Esta
última propiedad,al igual queocurre en el
casode la SP-A, pareceser bastanteselec-
tiva para los macrófagosalveolares,ya que
se han obtenido resultadosnegativos al
trabajarcon macrófagosperitoneales(van
Iwaardencf al? 1 992a).La interaccióncon
estascélulastambiénestámediadapor ca-
denas oligosacáridas(Kuan cf al? 1994).
Como en el casode la SP-A, tambiénhay
receptoresespecíficosparala SP-D en este
tipo de células,que al parecersondistintos
de los receptoresde Clq (Miyamuracf al.
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1994).Sin embargo,la producciónde am-
basproteínasen respuestaa una infección
no está regulada de forma coordinada
(Dulkeriancia?. 1996).

En 1991. Kuroki y colaboradorestam-
biénpropusieronun POsiblepapelde la SP-
D en la regulaciónde la secrecióndel sur-
factante,al observarque contrarrestabala
acción inhibidora de la SP-A sobrela se-
creción de fo sfolípidos (Kuroki cf al.
1991c). Estudiosmásrecienteshanconfir-
mado esta hipótesis. Aunque no se ven
afectadasla actividadbiofisica del surfan-
tante,la funciónrespiratoria,ni la supervi-

venciade ratoneshomozigotosdeficientes
de SP-D. sí se ha observadounaacumula-
ción de lípidos y proteínasdel surfactante
en el espacio alveolar de estos animales,
acompañadade alteracionesen los cuerpos
lamelaresy en los macrófagosalveolares
(Botasci al. 1998).Korthageny colabora-
dorestambiénobservaronuna acumulación
de fosfatidilcolina acompañadade cambios
morfológicosen el surfactante,en los ma-
crófagosalveolaresy en el epitelio alveo-
lar, aunqueno detectaronaumentode SP-
»y SP-C,y sí una reducciónen la expre-
siónde SP-A (Korfhagencf al. 1998).
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El surfactantepulmonartiene unagran
importancia dlimea, ya que su carenciao
alteraciónproduceimportantespatologías
como el síndromede distrés respiratorio
neonatal(NRDS) o el síndromede distrés
respiratorio del adulto (ARDS). Actual-
mente se estánempleandosurfactantesde
distinta procedenciaen el tratamientodel
NRDS, y seestánensayandoen el A?RDS.
Los estudiossobre las característicasfún-
cionales y estructuralesde los diversos
componentesdel surfactantepodríanayu-
damosaproifindizar en el conocimientode
estas patologías, así como en su trata-
miento.

A la vista de los antecedentesbiblio-
gráficos expuestosen la introducción,re-
sultapor tantode interésprofundizaren el
estudio de las propiedades de la SP-A con
el fm de ampliarnuestracomprensiónsobre
el ciclo biológico y las característicashin-
cionalesdel surfactantepulmonar.

Aún quedanpor esclareceralgunosas-
pectos sobrelas interaccionesde la SP-A
con lipidos, conotrasmoléculasde SP-A, y
con otrasproteínasdel surfactante.En este
sentido,aún no está clara la relaciónque
hay entrela agregaciónde vesículaslipídi-

casinducidapor la proteínay la autoagre-
gaciónde la propia SP-A en distintascon-
diciones. Por otra parte, los estudiosde
interacciónentreSP-A y lípidos realizados
hastala fecha sehanllevado a cabo en su
mayor parte utilizando bicapas lipídicas.
No seha investigado,en cambio, la inte-
racciónde la proteínaconmonocapaslipí-
dicas,teniendoencuentaqueestaestructu-
ra es al parecerla responsablede las pro-
piedades tensoactivas del surfactante en el
alveolo pulmonar. Además, todavíano se
conocebien cómoes el procesode secre-
ción de la SP-A, desdeque se sintetizaen
el retículo endoplásmicohastaque se se-
creta tras almacenarseen los cuerposla-
melares.A lo largo de la ruta de secreción,
la proteínapasa por distintas condiciones
de pH, permaneciendoen un ambienteió-
nico rico en calcio y de fuerzaiónica fisio-
lógica. En este momento quedan impor-
tantes lagunassobre cómo van evolucio-
nando la estructuray las propiedadesfun-
cionalesde la SP-A en cadaetapade dicha
ruta.

Teniendoen cuentatodos estos pun-
tos, este trabajo se proponealcanzar los
siguientesobjetivos:

1. Estudiar la interacción de la SP-A con bicapas fosI’olipi-
dicas en distintas condiciones¡únicasy de pH.

2. Analizar la interacción de la SP-A con monocapas de
fosfolipidos.

3. Estudiar el estadode autoagregaciónde la SP-A en dis-
tintas condiciones¡únicas, de pH y de temperatura.
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INTRODUCCIÓN

Desdehacemásde unadécadasesabe
que la SP-A es capazde interaccionarcon
bicapas de fosfolípidos y de inducir la
agregaciónde éstasen presenciade Ca2~.
Actualmentese cree que esta propiedad
podría seruno de los factoresdesencade-
nantes del reordenamientoa que se ven
sometidaslas estructuraslipídicas del sur-
factantetras su secrecióny que podríafa-
cilitar suadsorcióna la interfaseaire/agua,
dondeejerceríansu actividadsuperficial.

No obstante,aúnno estáclaro el me-
canismomolecularqueproducela agrega-
ción lipidica inducida por SP-A. Se ha
sugeridoquela agregaciónde lasvesículas
lipídicas podría estarmediadapor la au-
toagregaciónde la propia SP-A tras la
unión de ésta a dichas vesículas,posible-
mentemedianteinteraccionesde tipo lec-
tina-lectina (Haagsmana al. 1991). Sin
embargo,se sabeque la cadenaoligosacá-
rida de la proteínano esnecesariapara su
unión a lípidos (Kuroki y Akino ¡99!,
1-laagsmana al. ¡99!, McCormacka al.
1 994a),y seha observadoque la unión de
la SP-A a lípidos y la agregaciónde éstos
inducidapor la proteínaparecenestarme-
diadas por mecanismos distintos (McCor-
macketa?. 1 994b).

Teniendo en cuenta lo dicho anterior-
mente,se realizó el primer trabajode este
capítulo, cuyo objetivo fue estudiar y
compararla agregacióndevesículaslipídi-
casinducidapor SP-A y la autoagregación
de estaproteínacon el fm de proftmdizar
en el conocimiento del mecanismo que
dirige el primerode ambosprocesos.

Por otro lado, antesde ser secretada,
la SP-A se almacenajunto con otraspro-
teínas(SP-B y SP-C)y los lípidos del sur-
factantepulmonaren los cuerpos lamela-
res,unosorgánulosen cuyo interiorhayun
pH ácido (~ 5.5) <Chander cd al. 1986) y

una concentraciónde Ca2~ libre entre2 y
10 mM (Eckenhoff1989). Sin embargo,
casi todos los estudios estructurales y de

interacciónde la SP-Acon lípidos se han
llevado a cabo a pH neutro. Se desconoce
por tanto a qué cambiosfuncionalesy es-
tructurales se ve sometidala SP-A a lo
largo de su ruta de secreción. Esta ruta
comienzaen el retículoendoplásmico,con
unpH neutroqueseva acidificandode un
compartimentocelular a otro hasta llegar
al pH ácidode los cuerposlamelares,para
volver fmalmenteal pHneutrode la subfa-
se acuosadel líquido alveolar una vez se-
cretadoel surfactante,

Durante el procesode formación de
los gránulosde secreciónreguladasepro-
duce la segregaciónde las proteínasde
estosgránulosde aquellasotrasqueserán
secretadaspor la vía constitutiva. Parece
serque en esteprocesode separaciónpo-
dría desempeñarun papelmuy importante
la agregaciónselectivade proteínasindu-
cidapor el PH ácido y/o la alta concentra-
clón de Ca2~(Chanaty Huttner 1991, Yoo
1996, Colomera al. 1996). En estascon-
dicioneslas proteínassecretadaspor la vía
constitutivano agregarían,y sí lo harían
las secretadaspor la víaregulada.

A la vista de estoshechos,el segundo
trabajode estecapítuloabordael estudioa
pH ácido de la estructurae interaccióncon
bicapaslipídicasde la SP-A enpresenciay
ausenciade las proteínashidrofóbicasdel
surfactanteSP-By SP-C.
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1. Wccumpared thc Caa* dependenee of the self-aggrcgatiun uf
surlhctant prolein A (SP-A) with ihar of vesicle aggregatioa
induced by SP-A. The Ca2~ cuneentration requiredfor haLf-
maxima¡ aeíivity of lipid aggregation was 0.74±0,29/LM (o = 4)
for pig SP-A arid 98+ 5pM (o = 2) for dog SP-A. In cuntrasí,
the íhreshold concentration uf Ca2> reqaired tu induce self-
associat,on of both pig ami dog SP-A was 0.5 mM. The Ca»
concenlralíon needed for half-maximai self-associanon was
236±0.15mM (o = 4) nad 070±006mM (o = 2) for pig aud
dog SP-A respective¡y.2. Wealsucompared ihe effect of Ca2’ en
the trypsin sensitivity of ¡ipid-free aud membraae-boundSP-A.
Aí 1

1¿.M Ca>t the tryptic digcstioa patterns ofdog and pig ¡ipid-
free SP-A were quite different. Dug SP-A was very sensitive tu
proteulysis, beiag almost completely digesíed by 30 mm, whule
pig SP-A was very resistaní. even after 12 h. After proteja
aggregation of lipíd-free SP-A (itt 5 mM Ca

2>), Ihe accessibulity
of ihe trypsin cleavage targeta of the protein depended on ihe SP-
A apecies (self-aggregated pig SP-A became mure sensitive tu
degradation rhan itt non-aggregated Loran, whereas sc¡f-aggre-

INTRODUCTION

Pulmonary surfactaní is a hcíerogeneous comptex of lipid and
protcins that serves tu stabi¡ize ihe alvculi and distal a¡rways itt
low lung volumes, Dipalmhuy¡phosphatidy¡chu¡jne (DPPC) it
widely accepted no be the major lipid componení of pulmonary
surfactant. Besides DPPC. phosphatidylg¡yccrol (PU) and spcci-
fie protein componeats are required for the fail biological activity
of surfactant. At least three of these surfactaat protejas (SP-A,
SP-Bitad SP-C) potentiate the surface tension-reducing proper-
lies of the surfactant lipids (see [1,2] fur reviews).

The metí ahundant surfactant-assoeiated proteja (SP-A) has a
monumerle molecular mass of 30—40 kDa. Each SP-A subuait it
characterized by nra N-tcrmina¡ región containing a collagen-likc
sequence and a (‘-terminal domain with a sequence similar te
several Ca2-dependent earbohydrate-binding protejas, C-type
lectiris [3,4].The fuactiunal fox-ni of SP-A it aíssemb¡ed through
interactioris ira ihe collagcn-like dornain mio a curnplex oligomer
of 18 suburijís [5—71~la une uf the initial atepa ofihe assembly of
SP-A, three sabunuis ufSP-A probably fox-n, a triplc-htíica¡ alean
thaI is stabilized by iníerchain disu¡phide bonds. In the final
síage of ihe assemb¡y, the hexamers appear te be fornied by
lateral aggregation of the N-tcrminal haLf of the trip¡e-heljcal
stems [St

SP-Ainteracis witlt surfactaat phospholipids. aucA ita DPPC

gated dug SP-A was ¡cts susceptible~ la coatrast, membrane-
botrnd SP-A. froni cillier pig ur dug, was clearly protected frum
trypsin degradation al both luw (1 /,iM) or high (1 mM) Ca2~
eoneentratiuns. Thc protectiun wasslightly higher at 1 mM Ca2>
whentheextení of Iipid/SP-Aaggregates wasmaximal. 3. On the
other hand, vesicle aggregation activity of SP-A was decreased
by 30400;, by removiag the uligosaecharide moiety of thc
protein, whereas seff-aggregation was not influenced by deglyco-
sy¡atioa. The presence of marinan (at coaeentrations fluí ¡owcr
than 10 ,zg/pl) decreased vesicle aggregation induced by dog and
pig SP-A by a mcchanism that it indepeadeat of the binding of
mannan tu the earbohydrate-binding durnaja of SP-A. Self-
aggregatioa of SP-A was aol affecíed by Ihe presence uf sugars
4. Frum thesc resules, we coae¡ude that: (1) ihe prucess of ¡ipid
aggregation jadueed by SP-A cannol be correlared with thai of
self-association of the protein oecurring at supranii¡¡imolar
cuneenírations of Ca24;aad(2) iheN-Linkcd carbohydrate moieíy
of SP-A and Ihe ability of SP-A tu bind carbuhydrates are nol
invulved ira lipid aggregatioa.

riad PG [9—11],as well as with surfaetant g¡ycosphingulipids [12].
Several siudíes suggest thai SP-A playa a major role in the mira-
a¡veolar surfactaní phosphulipid orgtínízatíun: (i) SP-A induces
phospho¡ipid vesicle aggregation in the preseace of Ca2> [9,13];
(ji) SP-A mediales the forrnation uf ¡arge ordered tubular
aggregates knowa as tubular rnyelin, whea added tu DPPC, PU
aad SP-B mixtures ja the presence of Ca>* 114,15]; (iii) SP-A
causes a Ca24-dependent increase uf the phosphu¡ipid mixing
arstivity of SP-B [16];aad (iv) SP-A prometes Ihe formation oLa
stable surface fibn of phospholipjds cuoperaíjag with tite hydro-
phobic surfactant prutein 5P-R [17].

Tite pitospitolipid vesicle aggregatioa actjvjty uf SP-A has
been amply astested by changes in turbidity [9,11,13,18—22],itad
has heen seca by electrón mlcroscopy [15,23].Typica¡¡y, nega-
iive¡ycharged vesicles were used fur thesc studjes. Sorne strucíura¡
requirements uf SP-A for lipid aggregatioa ¡ave been studied.
Digestion with bacterial cu¡¡agenase ur red uctjun uf SP-A with
dithiotha-eito¡ strong¡y decreases ¡ipid aggregation medjaíed by
tite proteja [20]as wellas the abitity ofSP-A tu bind phospholipids
[10,20],suggesting thai ihese lavo pruceases are dependení un Ihe
iategriíy of tite cu¡¡agenous domain of SP-A (triple heix arad
jateranolecular disulphide boad).

The req uirement uf the oligosaccitaride moiety uf SP-A fox-
lipid aggregatjon it nut Luily clear, Tite carbuhydr-ate dornain of
SP-A avas pruposed tu benn inaportaní delerminant in the ability

Abbrev¡at¡ons used: SP-A. surlaetaní prote¡n A; ¿HO, carbohydrate <ecognition domair,; DPPC, d¡paIm¡toy~phosphatrdyÉchoh¡ne; DPPG,
d¡palm¡toylphosphat¡dylglycerol; Ff3, phosphat¡dylglycerol; OGP, n-octyl fi-o-glucopyranosíde.
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of SP-A tu aggregaze lipida, tinco deglycosy¡aíed SP-A Oid not
aggrcgate phosphulipids [23] llowevcr, sitc-direeted mutagenesis
of SP-A reveala that thc oligosaecharide moiety is aot casential
fur hpid aggx-egatiun [24$On Ihe other hand, deglycosy¡alion uf
tSe protein doca nol affect the lipid binding properties of SP-A
110.23]. Iníercsíingly, Mc(’ormaek ci ~l. 125] x-ccently reponed
thaI phosphoLipid aggregation is niediated by lIte (‘-terminal
region ofSP-Aby a mecharaiarn thai is distincí Ii-orn phospholipid
binding.

Conccrning tIte mechanism involved in ihe vesicle aggrcgation
phenotnenon, it hita Seca proposed thai ihis proceas could be
¡ncdiawd hy Ca

2 ‘-dependení proietn protciri ¡nieraction bctwcen
Sp-A molecules[19]. These aíxíhors found a liacar correlation
bcíween Ihe extení ofvesicle aggregation iriduced by SP-A in ihe
presence of calcium itad lIte extent of seIl-aggregation of SP-A
Iascking lipida itt tIte sane concentrationa of calciam, TIte
interactiun beíween SP-A niolecules in ihe presence of lipida avas
furíher pruposed tu occur aiostly bctwcea tIte earbohydrate-
binding duanaina anO Oto uligossccharidc mojeties of SP-A [23].

The present study analyses tIte aggregaíion uf neutral arad
acidio vesicles mediatcd hy SP-A ant] compares lipid aggregation
riad self-aggx-egatiua activities of SP-A. The poasible mechanisma
involved ¡a tIte prucesa ol vesicle aggregatiun indueed Sy SP-A
are discussed

EXPERIMENTAL

Igolation and N-qlycosidane F treatment of SP-A
Pu¡rnonary surfacíant was prepared from pig or dog broncho-
alveolar lavage ata described previously [26$ Hg or dug SP-A avas
purilied ¡ram isolated surfacuínt using sequcntial Sutanol arad
oety¡ glucuside extraetiona ita described elsewhere [11j.

Suríhotaní protein conteal waa estimabed by thc methud of
Lowry uaing BSA ita slandard. Ilowever, tIte concentration of
SP—A was alwaya determined by quantitative amino acid anaiyaia
because tIte SP-A conceatrajion ‘vas overeatimated when de-
termined by tIte meihod of Lowry The amino acid analysis of
SP-A avas carnet] oid un a Beckman System 4301) l-Iigh Por-
fox-manco amino acid analyser TIte prutein hydrolysia was
pex-furnted witb 0.2 ml of 6 M 11(71. containing 0.1 (av/y)
phenul in evacuated arid sealed tuSes al 108 0(7 fox- 24 h.
Norleucine avas added tu each sample as tIte internal standard.

lileclrophoretic analysis of SP-A avas performed under re-
ducing conditiona (50 mM dithiothreitol) by une-dimensional
SDS/PACE ita describod by Laommli [271using staoking ant]
running gola of 4 ant] 12 t, acrylamide respectively. Cela avere
atained wiíh (‘uomassie Ilrilliant Elije R 250.

SP-A titas deglycosylated by treatmcnt avith 45 urdía of N-
glycusidase F from Flarúbacíeriu,n ,neqx/ngosept¡cumpor mg of
SP-A itt 370(7 for 24 It in 15 mM sodiun, phusphate huller,
pl1 7.4. cuntairiing 12 mM IIDTA, LS mM PMFS, 002$ so-
dium azide ariO 20mM a-uctyl fl-D-gtucopyrasnuaide (0(W).
Cuatról iacubations coratained alt compunenís excepí tIte en-
zyme. After incubation, OGP ox- FDTA avere removed by dialyais
of Ihe reaction mixture againal 5 mM Tris/IICI bitifer. pu 7.4.
for 48 It at 40(7, The prutein cunteat iii control ant] enzyme-
treated samples avas determined by quantitative amino acid
aaalysia. SP-A avas completcly deglycosylitled by N-glycoaidase

as shown by tIte change of ínobility en SDS/PACoE uraden
reducing condirloas

SP-A seIt-assoclation assay
(7a”-depeadení self-aaaociation uf SP-A avas aludied ita descnibed
previously [21$ Briefiy, ihe sample ant] tIte referenee cuveltes

avere thai tilled with 0.4 ml uf 5 mM Tris/fUl buifer. pl! 7.4
Afta 10 mm equilibration itt 37 0(7, SP-A (20 ~tg) avas addcd tu
tIte sample cuvelte ant] tIte change ira absorbance at 360 ram
muraitored itt 1-mm intervala uver 10 min Nexí, Uit2t (5 mM.
final concentration) avas added tu SutIt tIte sample aad tIte
refexence cuvetie ant] Ihe ehange ja absux-banoe avas munitored
again. Self-associitíion of 51>-A avas reversed by adding FDTA
(lO mM, final concentration»

Preparation of lipid vesicles
Unilamellar vesicles of I)PP(’, DPPC/dipalnuitoylphoaphatidyl-
glycerol (1)PPG) (7 3, av/w) ant] DPPC/egg-PC (7:3. av/w) avere
aseO. TIto dilforern lipid tesicíca acre propared tis described
pre’vioualy [ti] al a phospholipid concentratiun of 1 mg/ml by
hydrating dry lipid films in a buifer cuataining 150 mM NaCí,
5 mM Tris/HU, ph 7.4. ant] allowing tbem tu saveil lar lb itt

temperature aboye tIte phaae-transitíon temperature of tIte
phospholipid vesicies. Next. Ihe ¡ipíd dispersión avas sunicated al
tIte same temperature (aboye 450(7) al 2441W wiíh 10 burata of
30s (15 ti betavoen burata) ira aix MSIZ Op Sonifer. TIte phuspho-
lipid conceníration avas determined by phosphorus determination
accurt]ing tu Roiiaer ci aí. [28]. Fox- vesicle-size analysís a
sululiora, quasielastie ligItí acattex-ing (QFLS) avas used according
lo Koppel [29] on ita Autosizer lic Photon Corx-elat¡oa Spec-
trómoter (Malverra Insx.x-amenls, 11K.). Measurementa avere
performed al 25 0(7 and 45 0(7 Vesicle diamela for DPPC ant]
fur ihe binary mixtures DPPC/DPPG ox- l)PI>C/¡>C (7:3, w/w)
avas ax-ouad 160-200 an with a polydispersily index of 02, ita
reponed px-evioualy [11],

Phospholipid vesicle aggregation assav
SP-A-inducodpbosphólipid vesicle aggregation assays avere por-
furmod al 37 0(7 in a Beckman DU-640 apcctx-ophotometer,
tneaauriag ihe change in tIte absorbance at 400 ram ita described
províously [22]. Hniofly, phosphulipid cosidos (50 ¡~g> avere added
ío buth tIte sample ant] tIte reforence cuvetie ira a total vulumo of
0.5 ml uDS mM Tris/lid buifer. ph 7.4. 150 mM NaCí, with un
avithuut 50

1’.M HITA. Afler 10 mm eqímilibration ~ 37 0(7 S/ng
of SP-A from a stoek sulutian of tIte protein ix 5 mM Tris/ud
bulter. pl! 7.4, avita added tu tIte sample cuvetie arad tIte chango
in absorbance at 400 nm avas monitored at 1-mm intervala uver
lO mira. Non, Ca

0 ¡ (typicaiiy 1 mM final concentx-ulion) avus
added tu buíh tIte sample ant] tIte reference cuvetie ant] tIte
change ira absorbance titas monitored again at 1-rin inlorva¡a
ayer 10 mm. EDTA avas used fox- reversíng vesicle aggregalion
induced by SP-A.

Titration experimeríts
The calciun, reqaix-ement fon vesicle ox- self-aggregalion avas
atudied by titration oxporiments in avhich increasing amounts of
a cóncentrated solutión of (7aCl, avere added tu tIte prótein
solution ira tIte absence ox- preseace of lipida. TIte aasay buffex-
contained 50 ¡aM ECTA. TIto Ca0 concentx-atiua avithout addirag
(7aCI

2 (coataminaral Ca
0 a tIte experimental sólution system)

avita 5 /!M ita measux-ed by atomic absox-ption. TIte free (7a2~
concentratiora ja each poiat of tIte tilx-atioa expex-imenta avas
eslxmaiod Sy a compuler progním ((IJIELATOR) [30] which
also permita comedian fox- lonie atreagth, temperature, pH arad
othex- oompoting loas.

Trypsin digestion
First, dog ox- pig SP-A (160 ng/mI) avas iracubated for 20 mira itt
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370(7 avjlh eitbex- DPPC ox- DPPC/DPPG (7:3, av/av) vesicles
(1.6 mg/mí) in 5 mM Tris/1-1C7l bulter, pH 7.4, 150 mM NaCí,
5OpM ¡SCTA, ja tIte presercee of cilIter 1pM ox- 1 mM free Ca

0.
la aOdition, SP-A was iracabarod withuut lipida in tIte sanie
conditioras excepí that NaCí avita raot ineluded ira the buifen itad
that free Ca0 coacentrationa avere 1 ,eM urS mM. TItea, trypsin
(Millipore, 246 uraita/mg; 20~,g/mL) was added tu tIte samplea
itad tIte lx-ypsia macubation avas carnied uut itt 37 0(7 ~ tIte
indicated tmrnos. Digeation avas stopped by adding ljtI of 1 M
HG (final pH 2.0). TIte mixtures wex-e thera dnied naden yacuum
arad ana¡yaed by SDS/electx-ophoresis naden neduciag coadmímona.

I)ata reported in the Figures of tItia papen avere óbtained fx-om
Lotír differeat preparationa of pig SP-A and Lrom lavo ditferent
preparationa of dog SP-A. Fon eacIt preparation experimenta
avene repeated itt leaat tavice.

RESULTS
Figure 1 ahoava that the additión of pig SP-Ato either OPPC ox-
DPP(7/DPPG (7:3, av/w) vesieles in 5 mM Tria/l-1Cl buifer,
pIl 74, coratairaing 150 mM NaCí resulta ira a marked menease ira
¡igItt absurbance due tu lipid aggx-egation. ALter addition of Ca’>
(3 mM, final concentration) tIte lighl absorbance of SP-A/¡ipid
aggx-egatea iracreases by ara additional 20—25”$. Inlereatingly, tIte
additiora of FDTA (6 mM) diasociates tIte aggx-egale completely,
auggesting that yeaicle aggregatioa uceux-ning after addition of
pig SP-A is also dependerar un (7a2>. itt titeo, tIte presence of
1 mM FDTA in the aaaay bullen preventa lipid aggx-egation
iraduced by adding SP-A (Figure 1). (7oraaidex-ing that tIte
endogeaoua Ca” concentration (i.e. witItout adding (7a~ tu uun
experimental aqacoas syatem) avas 5

1¡M, ita measuned by atonte
abaox-ption, tIte resulta suggest tItal pig SP-A induces lipid
aggregation itt very loav cunceatratiuna of (7a

0~. Figure 1 aLo
ahoava tItat pig SP-A induces aggregation of DPPC/DPPG (7:3.
av/av) a tIte preacrace, bat not ja the abaenee, of 150 mM Nací.
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Figure 1 Pliysiologleal ¡cele strenglh le required for SP-A-lnduced sg-
grqauou cl acidie buí ial neutral vealcies st ¡civ C¡ICIMIYI coacenlraticís

Satuple ard referente cuveflos cero lilled MIt/O ~¡q/mlof nube, OPPC or OPPC’OPPG (7:1
e/e) enrieles jo 5 raM Tris/HO buffet, pH /1, conlaining 150 raM NaCí (@>, nr 4 raM NaCí
10), 01150 tu M Nací ant 1 raM LOTA (fruten fine). Altee 10 mm egnuilitrafion ~f3/ ~Cfru
SP-A (final cor~cn. 6 pi/rl> cas addod lo lío sampin cuentin. mal, Ca> final cosen. 3 ttM)
cas added lo 10111 tío sariplo ant líe telerente cuvehe. líe alucen cas teversod lv addifion
oíL tu M LOTA lo bu concIten A eprosnuolalive expexitoení of loor experimenls a aboano. Four
dillorení proparalicra nl pi9 SP-A coto uncí.
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Figure 3 Trypsin seunsilIvtly of dog (a) sud plg (b) ltjuld-free SP-A ¡¡ lucir
ían~aggrepIed aid aggregatsd forme

Proleolylie dignalion of SP-A cas dore of líe indicafod fímes as ~acribedit filo Expeíiítoafal
seefior. Molecular-trasa marbnís a kIlo are indicaled lo fío tigil uf líe gel.

1-Joavever, ionio sírengíh has no inflísoraoe un rSe aggregaúon of
neutral vendesof DPPC. Ihese resulta funíherconfirm previotra
atudies [11] which shuwed thaI the binding of negatively charged
vesicles tu SP-A was abrogitíed itt Loav jonio streagth. Huwever,
tIte interaction of neutral vesieles avilh SP-A avas aol dependerít
un tIte onie strength. TIte laek of interacliun of acidie yesicles
avith SP-A itt Ioav lonie atrength itad Ca

2~ coraceníration arad the
subaeqnent abolitioo of yesicle aggregatioa is interpreted lo arme
Lrom electrosíatie repulsiora betaveen tIte negative eharge of lIte
phospholipids arad the negative surface cItarge un tIte protein.

2+
mM Co

10 20 ¿30 40

e

10 20 30 40



e lenTe nf ¡ntannt¡nn nf snMle, vnig~ln

686 M L E Ruano aud olhers

SP-A
Tryosirt

Ca>’

• KOa

-45

35

- 24

Figure 4 Trypsin sens¡tIviIy of membrane-hound SP-A

Ong o, pi~ SP-A cas firsí ircubaled mili DPPC/DPPC (1.3, c/vo) sisales al 31 <Cío, 20 rnir
o líe presesce of Ca (1 pM 01 mM>. 1ieo, líe píoíeolylio digestos nl eitier (¡phd boaod

SP-A or lipid/SP-A aggíegalos cas dono al líe isdiralod irruir. Sirruiiaí escila cero obloired
ciii OPPC vosiclea. Molecolar- masa maíkers o ltDa are isd¡calod lo líe r¡qfrt cl líe gel.

The aggnegation of yeaicles ¡a depeadeat 00 tIte lipid/protoin
ratio. Titratmon of SP-A avitIt DPPC yesieles resulted ira a
hyperbolic plul avhicIt reacIted saturalion at a lipid/pruteiri
aveighrr ratio around 10:1 Titranion of a preparafion uf DPP(7
vesieles avith SP-A gaye a similar saturating lipid/protein aveight
ratio (reaulta raot sItoava). TIte same resulta avere obtained avitIt
negatiyely charged vesides. According tu these resulta, ave used a
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Iipid/SP-A aveigbr alijo of 10:1 or higher in oíl experimente
x-eported Itere.

Calcium dependence of bbc vesicle ami self-aggregatlon proceises
Figure 2(a) altoava tIte ealcium depeadence uf yeaiele aggregatioa
joduced by pig SP-A. Aí veny loav conceatratiuras uf enleium,
xg~xnegarion uf neutral ami neidie vesicle.s is ubaerved. reaehing a
rnaxímum levol at 20 ~‘M (702*. The (7004 cuncentratiora reqtrired
fon Itall~maximal vesiefo aggnegatiua induced by pig SP—A (kor)

ja 076±024psM(u = 4) fon DPP(7. 074±0.29
7,.M(u = 4) fox-

OP¡’C/DPPG (7:3, w/av) arad (1.24pM (a = 1) fon DPP(’/PG
(7:3, w/avf Ilio Ca? acíiyoljun cunstano (k ~) for SP-A-
depeaderar vesiele aggregauioa doca aut deperad ura lIte lipid
eumpoaitioa uf the vesieles. TIte extont of aggregatiua uf
DPP(7/l>G (7:3, av/w) un DPP(7/pItuspItatidylinusitol (7:3, av/w)
vosiclea, avbich might contaja eu-exisliag fltíid ant] gel xlumaina at
370(7 avita loaver than tItar of DPP(7 un DPPC/1)PPG (7:3,
w/av) yesieles [22]. TItia auggests the influence of tIte physieal
atate uf the ticaicles un tIte aggregation pruceas. as preti’ioualy
reponed elseavhere jI 1].

Figure 2(b) ahuava tIte caleium dependerace uf the aelf-ag-
gregation pruceas of pig SP-A. TIte (7a’ cuncentration requined
fon ItaIf-maximal seiL-itasociation is 236±0.15mM (e, 4). TItis
vaiue ma n)ueh higher chan thaI for half-snaxixnal yeaicle ng-
gregation givea aboye. The thresItold concentraliun of calcinm
required lo induce aelf-asaociatiun ofpig SP-A ja 0.5 mM. smmilar
tu thaI reponted fon othor SP-A apecies (dog un Iturnan) [19]- On
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Figure 5 Efluí of degiywsylaliw, of pig SP-A os veicle aggre»atiou (a> nd self-sggregaljon (b)

(a> Sa,rrpie aed reference rurefles core <illod ciii /0 pg/oul ol elio, OPPC or OPPC/PO (/:3, cIan) nesiclea o 5 mM Tria/HCI bulle, pH ¡4, coolaioir~ 150cM NaCí aod 50 yM ESTA. AIIm
10 elio equilítralion al 37 <0,6 ,¡g/ínl SP A anas addod lo líe sanurie cuvehe. Mcxl, sonde aggroqalioe toar síarled by addilion of CaO (<mal cetro. 1 mM) lo bali líe saniple atd líe reicreoco
rancio. (b) Soh!-acerogalioo anas dono as doscribed o líe Erperimeolal aoclioo. Hoal ooríceslraliooa of pig SP-A aod Ca’ cern 40pg/rruf att] .5 srM roapeclieeiy. Tío rosalía aíoano alo froto
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Figure 6 Eftect of the presente of csrbohyilrates o. self-sssacialion (a> ami vesicle aggregallon (b,c) al pH 1.4

Selí asaecialior (a) cas dono as deacribed it he Espelirseelal seclion. Fital coneenlraíioea of dog SP-A, Ca
2 arId malltat cero 50 pgIeli, 5 mM atd 10 pg/¡¿l rospocíivoly. Por reside aggre~atiors,

aan~le atd eferente cavIles anere huid ciii eilier 80 ,¡~/ral Iriacíles) te 40 ¡cg/ml circies> of DPPC/DPPI3 (¡:3. an/an> resides o 5 mM Tris/HO balfer, pH /.4,150 mM NaCí, 1 mM Ca2
mili nr nilloal lOpg/pl trasveo b) ce 100 mM f/-acelylr’atrosammne (c). Aher 10 mio equilibralior al 3/OC, reside aggregaíioo caa síarled by add’dion of 8 ¡¡g/rfl dog SP-A, Tío
píoapfrolipid/prolcio <alio cas 10:1 Iriasglca> oc 5:1 ciclos). icaulla preseoled are loto a reproaerclalive orco of lirre experimetía. Similar roanlís cero oblairsed ciii pig SP-A.

tIte other hitad, the Ca5’ requirement fon vesicle aggregation
induced by SP-A is aot Lutly clear. Ross et al. [20] repurted ohat
tIte tItresItold euneealnitliun oL Ca2> required Lun vesiele ag-
gregatiun iadueed by dog SP-A waa Itigher tItan 3 mM. That
valí,e is aboye the free (7a<~ conceratratiun in tIte alveolar apace
of adult aairrnals (apprux. 1.5 mM) [31]. Ira cuntnast, Bfrati el al.
[181Lound lhat <he lhreahold coaceatration of Ca5t aeeded Lux-
dug SP-A-induced yesicle aggregaliora avas 0,5 mM. Tu determine
wIterhen tIte ItigIt diffenenee between Ca2> aclivation conatants
Lun yeaicle arad aelf-aggregatiun ubserved avitIt pig SP-A occurred
also in otIter SP-A apecies. ave repealed the experimenta avith dog
SP-A arad DPP(7/DPPG (7:3. w/av) vesiclea. The Ca2~ con-
ceatration nequired fox- Italf-maximal vesicle aggregatioa induced
Ity dug SP-A avas 98±5

1íM (n = 2). avhereas that required fox-
halttmaxirnal self-assoeiatiun avas 0.70+0.06 mM (a = 2). Thua
independent uf SP-A apecica. theae tavo prucesaes Itave veny
diliererat (7a

2 requinemerata. shoaviag tItal lipid aggregalion
activicy of SP-A eannut be mediated by seLf-aggx-egalion uf the
prulein iaduced by aupramillimólan coneentnatiuas uf (7a2~.

Trypsln sensitivhy of SP-A in Ilpidlproteln aggregates or iii Bs
IipM-free seIf-assoc¡ated form
Figure 3 ahoava the tryptic digeation patteraa of dog (Figure 3a)
arad pig (Figure 3h) lipid-free SP-A, ir, tIte presence uf 1 yM un
5 mM Ca2>, al the indicated limes, Dug SP-A ia very sensitive tu
proteolysis ¡a ita non-aggregaced fox-un (itt 1 ¡zM Ca2>) being
aLmost eomp¡etely digesced by 30 mira, avhile pig SP-A is vex-y
resislarat, oyera after 12 It. Interestiagly, the effect of prutein
aggnegalioa ura tIte auseeptibility to proteolysis of dog atad pig
SP-A ira their seIL-asauciated fox-ms (neacIted at 5 mM Ca2t) ¡a
oppusite. After aggnegatioa (at 5 mM (7a2’), pig SP-A becomes
more senaitiye tu degradatiura thaa ita nua-aggregated fonun,
avhereaa dug SP-A is leas susceptible. Ihese resulta auggest that
aggregation seema tu mudiLy protein conformatiun sinee the

accesaibility of trypain cleavage largeta uf SP-A changos. being
mure ur less exposed depending un SP-A apecies.

Membrane-bound SP-A Lx-om cither pig ox- dog ¡a c¡eanLy
protected fx-um txypsin degradatiun att buth luav (1 ¡sM) ox- higIt
(1 mM) coracentraliona uf Ca2> (Figure 4). The prulecliun is
indepcadent of SP-A speciea itad ia alightly Itigher avhen lipid/SP-
A aggregates are counp¡etely formed itt 1 mM Ca5~.

Involvement of tire carbohydrate moiety ami tire carbohydrate-
Wnd¡ng domain of SP-A in vesile aggregation and salt-
aggragation

Tu investigate avherher Ihe uligosaceharide chaina uf SP-A are
required for vesicle riggx-egritiua itad self-aggregalion procesaes,
deglycosylation of Ihe pruteia avas carried out usirag N-glycu-
sidase U. ALíen degLyeosy¡atiun lreatmenl. no glycuaylated SP-A
euuld be detected by C7uumasaie Blue staiairag. Deglyeusylation
of pig SP-A deereases aggregation of aculral itad acidie vesielea
by 30—40% (Figure Sa). Hoavever, self-aggregacion oftIte prutein
ir fluí influeraced by remuving asparagine-linhed carhuhydx-ate
(Figure Sb). Interestingly, although ihe exlent uf aggx-egaliun
deereases w¡th deglycosylated pig SP-A, tIte Ca20 enneeratratiun
required fox- halE-maxirnal vende itggx-egatiun (k~,taa+) a aixni¡ar
fox- the tavo protejas, control and deglycoaylaced.

Tu fiad out if tIte bindiag of mannan tu the carbohydrate-
bmndmrag dumitia of dog ox- pig SP-A Itas any influenee un venido
aggregation arad ae¡f-aggregation pheaomeaa. ave atudied the
efteet uf tIte preseace of chis homupoLysacchanide ura these lavo
proceases. The birading of SP-A lo mannan avas ahoava tu occur
al pH values higIter tItan 4.5 itad al Ca2> cuacentratioas Itiglier
tItan 10 ¡vM [32]. Figure 6(a) ahoava tItat tIte presoaeo of mannan
(al a coacentration of 10 ¡tg/¡tl) doca nut influenee seiL-as-
auciatiun ufthe prutein, but decreitaca vesicle itggregation indueed
by dug un pig SP-A itt pH 7.4 (Figure 6b). Loaver concentrationa
of mitanita do not influence Lipid itggregation. The inhibitory
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Figure 7 Elfeel al mamase (a) or N-acelylmaancsammne (b) en vesicla
sggregatiau mt pH 4.0

-Sample así releíeoco cuveiles cree ¡uit] cli 80 po/ml of DPPC/DPPQ 1:2, c/a) <cuides
irisO mM NaCí, 1 rrrM Ca>, 2.5 mM acolale bulle, pH 4.0 cuí or ciíioLA re ng/id <parlas
(a> oc 100 rpM /V-ecelylrpaoooaamirco (b). Afler 10 mit equilibítlino al 3/%, asirle
afigrogelion cas síarlod 5< addiiion of dog SP A ¡8 ng/eM>. Tío resalís sioco aro Irort
represetíalivo ore of ibíco oxporirrretis Sirrilar piola coro obíairod cdi pig SP k

efTect of mannan mercases whera phospItulipid/pruteira and
pItuspItolipid/mannan aveight mIjos avere deereased (Figure 6b)
TIte addit¡ua of exoesa maman lo L¡pmd/px-oteira aggregatea
previoíasly fox-meO does nut diasuojate <hose aggrogaees (resoles
nut ahuava). On tIte other harad, tIte presence ofita exceas of sV-
aeetylmannósamine (¡00 mM). avhich biada tu <he carbuItydrate-
binding domaja uf SP-A very eflieioratly [32].doca not mnffiaenee
yeaicLe aggregat¡on maduced by dog ox- pig SP-A itt pIf 7.4 (Figure
6c~. Iligher concentrationa uf that monusacuhitride (200 mM)aro
needed tu eauae a 20<’;, deerease ofvesicle aggx-egation itt pI-l 7.4.

Tho pusaibi¡iny that <he inhibitory effect of ínannan un tosido
aggregatiun ia due tu tIte interactiura of tIte puLysaccharide avirb
(he membrane eannuo be exelade& Thorefure, WC aludied tIte
effect uf tIte presonee uf atitanan itad N-acetylmannosamiae un
vesicle aggregatiora al pH 4.0. At th¡a pH, ruananra doca raot birad
tu either SP-A ox- utIten collectina sueIt as mitnnan~birtdirag
protein (MBP) un cunglutinia [32]. Figure 7 ahuava tItat the
presence of manraa.a (10 pg/pl) un X-acetylmaaauantmino
(100 mM) decreasea vesicle aggregation induced by dog ox- pig
SP-A al pH 4.0. TIte ¡rahibicory effect of mitanan ¡a higher itt
pH 4.0 tItan itt plí 7.4. Frorn tItese data WC coraelude that tIte
effecn of augara ura vesicle aggregatiun is mndepeadeat uf <he
birading ufearbohydrax-ea tu the carbohydx-ate recognitiun domaira
((7Rfl) of SP-A. The effeet of marinan un vesiole aggx-egatiun
mighe he doc <o <he interaecion of carbohydrales avith JipiO
veajelea tItat cunid load tu alteraliuna ja the physieal prupertica uf
membranes [33]. Goodrich el al. [34] reporteO thai lIje ira-
tercalatiun of canbohydratea jato lIto intenfacial región uf mcm-
branes resulted in a luavening uf tIte phase-transition temperature
via. expansión uf the tatíice arad mudilicatiun uf tIte avhole lipid
inlerfacial región. Wc proviuusly sItuaved [11] that tIte materaction
ofSP-A withphospholipid vesicles requires Ihelipida tu hein tIte
gel pItase itad tItal SP-A-iraduced tosido aggregatiora avas strongly
dopendent un che physica¡ susle oL <he vesicles. Therefox-e. it is
cuaceivable that tIte proceas of lipid aggregatiua avuuld be
influenced by <he preacace of exceas marinan if lIte interactiun
betavoen canbuItydratos aad phusphulipid vesieles resulted in a
loaveniag uf <he gcl-to-liquid-cnystalliao phaae-tranaitiua 1cm-

perature. Alíernat¡vely, lIte intercalatiora uf carbohydrates into
tIte interfacial region of membranes could impede tIte pruximity
betaveen vesicles itad eoaaequenlly tIte aggregat¡on Itetaveen tItem.

DISCUSSION
TIte ability of SP-A tu aggregate pItuspholipid vesiclos has Itoen
avidc¡y atudy [ll,13.18—22]. It avas x-eceatly reponted lItat tIte
(‘RD dumaira uf SP-A ti’as direclly implicaled ira that procesa
¡2535,36]. lluavever, lIte mechanism involved ira <he yesiele
aggnegaí¡un pbenumenun is puurly underatuod. It Itas beera
suggested thai vesiele aggrega¶iun euuld be <nediated hy (la

2-
dependent self-aasoeiarcion uf SP-A [19]. TIte resulla preserated
Itere provo tItití tIte prueesa uf lipid aggregatiun indueed by SP-
A caanot be correlated avitIt that uf ao¡f-aasucral,un uf the
protein. These tavo proceasea hato vox-y dilfenent requiremerata uf
(‘~í The (7aí<’ achií’ahiun constant (A’ <“~‘> Por SP-A-Ocpendcno
vesmele aggrogatiun avas 0.74±0.29¡eM fue p¡g SP-A arad
98-rS pM fon dug SP-A. Ira coratrasí K’”~> fox- selL-aggregatiura
uf SP-A avas 2.36 ±0.15mM arad 0.70±0.06mM fon pig arad dog
SP-A respectively. Ix addition, deglycuaylatiura uf tIte protein
caused a 30—411% deerease in vesicle aggregatioa avithuut influ-
eacíng self-aaaoc¡atiura uf SP-A. Reduotion of <he lipid ng-
grogariura acoiviry of deglycosylaeed SP-A cuold be doc tu
atx-tíetural modificatiuna in tIte (7-terminal región ufSP-A caused
by remuving tIte eax-bohydnate muiety. It avas neeently ahuava
that <he (7-terminal región uf SP-A a onitical fox- lipid vesicle
aggregatiua ¡25.3536]. Nothing is knoavn ahuol tIte atruetural
dumaira of SP-A directly iayulved un lIte prócesa uf aelf-
asaucialiun.

Qn <be other hunO, <he binding ofphospholipids tu cieher Oog
un pig SP-A al vox-y lóav coaceatrationa of Ca> (1 ,rM) caused a
mankeci protección uf SP-A Lnum tnypsia degradatiora. At this
(‘a<> eoncentratiun lipid aggregation did nut occur (dog SP-A)
ox- rs half-maximal (pig SP-A)- TIte prótection avas unly slightly
higher at 1 mM (la1t avIten <he exterat uf lipid/SP-A aggrogates
avas maximal. TIte biadiag uf phuapholipida tu SP-A avonid Lead
tu a rodocod aecessibilily uf lIte trypsin ofeasage <ox-gola luoníed
in lIto domadas ¡a whicIt phuspItólipida are Sound. botIt tIte
hydruphobic regiun ufSP-A (noek dumain) arad tho región ufche
smith disulphide luup ira lIte (7RD hayo beon proved tu be
¡avólved ira lIte lipid binding próperties uf SP-A [35,36]. Wc hayo
pneviously ahóavra [11] that the jníeracpiora uf phuapItolipida av¡tIt
cilher pig ox-human SP-A causeO a eurafurmatjunal chango ira tIte
prutoin mulecule affeeíing tryptophan residuos uf SP-A, avhich
are lueated ira tIte (‘-terminal 38 amino acida (al pusitiona 191
arad 213) ¡a alt apodes abdicO untd nuw. Therefure. it is
cunceivable thal lItis confurmatiunití chango carcísed hy phoapho-
l¡pid b¡adirag, aad tIte aubsequ.cat aggr-egatioa rat highor cuneen-
trationa uf CaQ Lcd tu a redueed expusure uf trypaia eleavage
targols lucated nut unLy incIte región a avhich phusphohipida are
Sound Sg aNo ja ejosed arcas ufeho CRD. In eonex-ass, lIje cifeer
uf aelf-assóciaíiun ura tIte trypsin senaitivity of SP-A avas variable
Oepcnding ura Che SP-A specie& TItrís, che solf-aggregatod Lux-ni uf
pig SP-A avas much more acrasitive tu tnypain degradation <han la
nora-aggnegaíod furm. wIteroas dog SP-A avas loas susceptible tu
proteulysia af’ter self-aggnegatiun.

Taken tugelher. alí <Itese nesulís shóav that <he pruocas uf lipid
aggrega<ion ira nor dependoní un Che seif-asaueíaíaón of tIte
prutein avhich occura itt aupramillimular cuaceatratioras of Ca2 Y
TIte quesrion clac remaina la wh-at la rIte mechaniar,, involved leí
tIte tosido aggregatiun phonomenon? 1-litagaman cí al- [23] hayo
pruposed that vesicle aggrogatiun could be mediated by Ca2-
inducod irateractiuaa betaveca cax-bohydrate-hinding domaina and
the oligusaccharido muieties uf SP-A, This hypotheais could be
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suppox-ted by two LacIa: (1) tIto Iow Ca” x-equiremenr fon locura
aecivity [323.avItich la similar- tu thai Lun waldo aggrogation; anO
(2) rIto enitical roqainemerat uf tIte CRO fon vesiolo aggx-egaeion

[2535,36]. Wc Pound. Ituavover, Ihal <he carbohydratc xnoicty of
SP-A avxss nol eritjcal fox- vesiele aggx-egaliun, ira agreemení wiIIt
px-eviuus siudies ¡24,37]. Furthermure. ljpid/SP-A itggregittes
rzuuld not be disauciated hy addjtiun of excesa mannan. The
preseace uf thai homopolyaaccharide docreased vesicle aggx-e-
gatiun by a mochaniana thai is indepeadent uf tIte biading of
marinan lo tIte earbohydratc-Itinding domada uf SP-A, Reduetion
uf cosido aggnegxoeion oecurx-od at hoth pH 7,4 anO ph 4.0.
1-Joavevor, nr acidie pH <he binding of anannaa, <o SP-A un tu
ulber (7,xype Iceijixa ja abrogatod [32$ These resulta exelíade Oto
involvemeat uf interacílunsa betaveera oligosacchanide muieties
nad carbóhydrate-binding sites of SP-A in veajele aggregatiun.

Receat atudies [25] auggested thai tIte birading of SP-A tu
phuaphulipid veajelea atad tIte subsequeat aggnegatiun eveal avere
separate prucesaes, beeause residuos 01W»: itad Argr»ru uf <he
CRO of rut SP-A avere criticad determinitala fur yeaielo ag-
gregatión but nut fon phósíthulipid binding. Therefure, it ja
poasible that in tIte presenee uf Cax-’ itad afuer lipid biradiag.
additional px-oteix-r-atx-uoture-related changos coritO uccur thai
load lo aggregastiora. A pusaible mudel tu explain thaI pruceas
avucríd bo che fullowing: che binding uf phospholipida tu SP-A
eould induce a apocidie (7312 -doponeJerar conformcueiunxíl ohange ial

ihe prulein mulecule avhieS coaxid tnigger protein—px-ulein caler-
actiuna betaveen tIte CROs uf SP-A. Thex-efore, SP-A¡liposume
complexos cuidO aggrogate by a moehanisin uf SP-A self-
asaucíation that musí be neeeasanily differeat frum thai avhich
uccura without lipida arad is triggex-ed by aupramillimular cuneen-
trationa of calcium.

tisis carla cas supported by gran P992-c752 ron Direecido Geteral de Iríveatigacién
Cieniíliea y técnica.
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Pulmonary surfatctant protein A (SP-A) is synthesizod
by type II celis atnd atored intrateeflularly in seeretory
granules (lamellar bodies) tugether with surfaetant hp-
ida vid hydrophobie surfaetant proteina E ami C (SP-B
atad SP-C). Wc askedwhcthor the progrosaive decroaso
in pH along tho exocytic patthway could influence thc
sevondatrystructure atad lipid binding and atggrogation
properties of porcine SP-A. Conforinational analysis
frona CD epeetra uf SP-Aant rarionas pH valuesindicated
that tite pcrcentaange of a-helix progressively doereased
atad that of p-sheet increased as tho pH was reducod.
The protein underwcnt a matrkcd self-aggrcgattion att
naildly acidie pH in the presencoof Ca

2~, wnditiuns
thought to resemble titose existing in tite trans-Gulgi
network. Protein aggregationwrans greaterata thepH was
reduced. Wc aniso fumad tbat butb neutra] and acidia’
resides either with or without SP-E or SP-C botad tu
SP-Aatt acidiepH asdemonstratodby co-migration dur-
ing centrifugation. However, tito binding of ateidie but
not neutral vesiefestu SP-Alcd to 1) a striking changoin
tite CD spectraof tite proteja, wbieh wasinterprctod ata

a deereaseof the ¡ercí of SP-Aself-aggregattion,and 2) a
protection of tite protein from endoproteinaseOla-U
degradation att pH 4.5.SP-Amatssivelyatggregatedacidie
reciclesbut pooriy aggregatcdneutral residesatt acidie
pH. Aggregation of dipatlmitoylphosphatidyloholine
(DPPU)residescititer with or without SP-Eatad/orSP-C
strongly depended un pH, being progressively do-
creasedas tite pH wats rodueed atad matrkedly inereased
trhien pH wats sitifted batck to 7.0.At tito pH of lamellar
bodies,SP-A-inducedaggrcgattion uf DPPCresidescon-
tatining SP-E oir a mixture of SP-E atad SP-U iras vory
¡ow, although SP-Abotad tu titese resides. Titeso re-
sults indicate thatt 1) DPPCbinding vid DPPC aggregat-
tion are differcat pitenomenathatt probably haro differ-
cnt SP-Aatructural requirementa and 2) aggregationof
membranos indueed by SP-Aatt aeidic pH is critiea¡ly
depondent un tho presenee uf ateidie pitospitolipida,
wbich atffeet protein atructure, probatbly prcventing the
formation of largo aggregattesof protein.

Poalmonarysearfactantja a mixture of approximately80%
phospholipids, 10% other lipida, asad5—10% surfaetant-speciflc

* Thai work avas supported by Foradode InvestigaciónSanitaria de la
SeguridadSocial Gr-antFISSS96/129(i. The cocts of pniblieation of blas
article avere defrayedja part by tIte payment of page eharges. ‘Phis
article mmt tberefore be herohy rnarnrke.-d “aclvertisernent” te accordasace
with 18 11.8.0.Sectiora1734 aolely tu indicatethai fact.

~ Tu whom rrrrr-respur¡dence shoulnl be addressed:Dept.of fliocherrris-
try aradMolecularBiology, Faculty of Bioto~r,Complutensetlraiveraity
uf Madrid, 28(141) Madrid, Spain. Tel.: 34-91-3944261;Fax: 34-91-
3944672; E-mail: casal~isolea.qnrirja.ucmn.es.

proteína that lineo the alveolar apace asad ‘a esaesatialbr
breathing(fon rerloava, seeRefo. 1—3). Tho alveolar typo II ceIl
lo thesolo cdl typeisa tite lung thatproducesa” componentoof
pulmonar-y aurfactant. The surfactant apolipoproteino (SP-A,’
SP-E, and SP-C) and di of the aua-faetasatphoapholipidsare
stored isatracellular)y in lamellar bodios and are seeretedita a
eomplex(4—7). The releaseof surfactant tu tite alveolar lumen
occura by exocytoais of lamellar budy cosatent isa responseto
secretagogueatímulation (8, 9). Tite rogulated socretory pat-
way of tite type II ce’1 jo atypical becausetite lamollar body nut
only funetiona ita a clasalesecretory granule, but it also ínter-
secta with tite enducytic pathway (10, 11?>. Like the atorago
granules isaother secretor-ycello,larraehlar- bochesharo ami aeidic
isaternal osaviros~ment(pH 5.5> (12) and high calciuna content,
bninging titeir intravesicular free Ca2> concentration to a 2-10
mas range (13). It la well rocognizod that during tite proceso of
secretury gr-anule formation, proteína of tite granule cuntent
are segrogatedfruna proteína that are rolcasedfrorn the col1 by
tire constitutivo secrotory pathway. Morphologícal atudies isa-
dicate that sorting of nascentooca-otory proteína into the regu-
lated versas constitutivo pathway occura in tite trana-Colgi
network (TGN) (14) audin inamature oocretoiy granules (15).
Biochemicalstudioo iridicate that selectivoaggregatiosaof pro-
teína playa an irnportant role in sorting ofproteína dostinedbr
secretory granules (16—18). Thia protein aggregatiosa fo trig-
gea-cO<sa proteína encoentermlldly itoidie pH arad higb calcium
in tiro TGN lumen. Constitutively secroted proteína do not
aggregatecandor these jonie anO pH cenditiusas asad are ex-
cIudad fromn sucia aggregates(17, 18).

SP-A la tite major protein isa the alveolar eoanpartment(lot
revicwa, seeRefo. 2, 3. and 19). It is a nanltifunctional protein
capablo ofbmndingseveralligandaincluding phosphulipids,car-
bulaydratea,asadCa2, and it bolonga tu tite Ca2>-dependent
botín family. SP-A ia a largo oligomerie pr-oteAn of approxi-
mately 650 kfla, coraposedof 18 nearly identical subusaita.
Each SP-A oubusaitcontainoasa amino-terminalcollagen-like
domain and a carboxyl-terminal carbohydrate recognition do-
main that are linked by a more itydrophobie domain (saeck).
Near)y all alveolar SP-Ala oomplexedwjth phospholípída.Tire
carbohydrate rocognition dumain asadtite saeckregion are 1w-
portant proteir do,nains irivolved isa SP-AOipid irarteractiona
(20—22). The atroictural properties of SP-A and its interaction
avitir phoopholipids haro beenatudied to datemainly ant neutral
pH. At tus pH, SP-A proferentially interacta with dipalmí-
toylphosphatidylcholine(DPPC) (23, 24), tite mitin surfactant

‘TIte abbreviatiorasa,sedare:SP-A, -B, asad -U, soarfaetaontprotein A,
B, ajad 0, respectively; ‘PON, trans-Ootgi aetwork DPPC, dipalmi-
toylphosphatidylcholine; DPPC, 1,2-dipalrnitoyl-srx-glyeero-3-phospho-
glycerol; PACE, pofyacrvlamido gel electrophore.sis; PC, 1,2-diaeyl-sn-
glyr.ero-3-phosphocholine; PO, 1,2-diacyl-sn-glycero-3-phusphoglyeerot;
P

1,, poly<r.-proline 11)-type.

Ibis papa is available on une al btIp://www.¡bc,org 15183
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lipid (1). The interaction of DPPC with SP-Aleada tu a confor-
mational chasageun tite protein molecule <24) asad a marked
protection of SP-A fi-om trypoirt degradation (25). The latente-
boa of SP-A wíth phoaphulípíd vesicleainduces vealcie aggre-
gation isa the preacace of Ca

2 (25—27). SP-A also isaduces
aggregatiosauf liposomea contaisaing SP-E ox- SP-tI or bobh lay-
drophubic proteína (27,28).The asaociatiosaof SP-A with lipida
appears esaentíal fox- tite convorsiosaof lípíd aggregateafrom
multilamellar fox-ms preaentisa tite exocytic granule tu dia-
peraedurdered arraya ksaowca ita tubular myelín (29). Thia
pbyaical tranaformatiosaalso requiresbbchydrophobiesurfite-
tant proteica SP-B (30). SP-A enhances adsorpbion of lipida
alung tite itir/liquid interface isa a concerted action wjbb SP-E
(31). ha addition, SP-A la invoived isa aurfaotant homeoataais(2,
3, 19) amid participatea isa lung-specitic hoat defense(32). Wibh
reapeet tu SP-A bioaynthetic roozting la alveolar type II celia,
tbe proteisa ja aysatheoizcd isa the endoplasmiereticulum and
transportod togethear-avitia tite precursoraof hydrophobicsur.
factant proteisasSP-E arad SP-O through bbc same pathway
fr-orn Colgi ccrrnplex tu lamellar hodies(7). Ita corred r-outing

itad secretionia independentof glycoaylation(6,33). SP-Aisa
pruteisarich in negativelychargedamísaoacidawith iauelectric
poluta varying betweenpH 4.5 arad 5.2 (3, 27). The queation

Wc itddresaitere is avitetitertite progre.soívr<decreasein pH
along bbc exocytic pathway couldisafluencethe atructureasad
tite ¡ipid bisadingaradaggregationpropertíesof SP-A.

TitepresentatudyanalyzeabbcatructuralproperticaofSP-A
asad ita interactiosawitb phospholipidsitt acidie pH isa tiar
presenceasadabaesaceof thehydrophobic aurfactasabproteina
SP-EandSP-C.Wefoundthat tite aecondaryatructureof SP-A
avaschangedlay lowerisagthe pH asadthabtite protein under-
went arapid aggregatiosaitt mildly acidic pH isa tbc presesaceof
Ca24, conditionathougbttu reaemblebboseexistisagisabbcTON
asadalongbbc exocytie pathway.Tite binding of acidic bub saot
neutral veaicleatu SP-A, ab acidie pH, itifected the acconditry
atrtictureuf bbcpr-oteAn. Vesicleaggregationinducedlay SP-A
abacidiepH waacritically depesadesatun tIte preaenceof nega-
tively chargedphoapholipidaisa the compositionof tIte vesicle.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Isolatiora ufSP-A,SP-B,erad SP-C—Pnilanor,ary snirfactant waspre-
pared froraa pig brorachealveolax- Inoyage aros dearribed previously (34>.
SP-A aves purified Crom isolated aurlactasat vsirag cequential butanol
aradortyl glucosideextraetioas (31). SP-B arad SP-C avere isolateddi-
rertty from pig Iltraga by miniar modilieatiortsof the aaethod of Curstcdt
etal. <35) ilcarribedelseavhere(36>, TIte pauriby ofSP-A,SP-B,asadSP-O
was checkedlay osae-dhnesasionalSDS-PAGE(12 asad 16% arrylamide
fon Sp-A arad fon SP-B and SP-C,x-eapectively>urtiler rednaeingeoradi-
tiorta <50 mM dibbiotlareibol). Quasatifiratiosa of tite proteisasavasnarried
<ant by amino acid analysis la a Bcrkman System 6300 h¡gb perfonm-
anceanalyzer.The protejaItydrolysis avasperfonnedwith 0.2ml of 6 as
WC], ec,nbaisaing111% (av/y) phesaólira evacajated arad sealed tabes art
108’(7 fox- 24h. Norleneineavas addedto carissamplees esa iriteraití
standard. leí tIte o:ourse of thai work, eight dillereat preparation» of
porcineSP-A audfour preparationaof porciane SP-E aad SP-Cavere
auscd.Sorneof bIte experimeatsavere nepeateelavith raasine SP-A avith
idenbir,al reaults.

Cf) Mea,nrax-emerats’—.CDapectra avere olatairaed ea a, JasroJ-715apee-
tropoJarirneter fatud with a 150-waLtxenunlarsap.Qnaax-tz eellsof 1-mm
path lengbh avere aused, arad tite spectraavere reteordedla the fax--uy
reglen <190—260amI ab 50 am/misa acaraning apeed asad art room tem-
penature. Five amonas avere acenmulated airad averaged for carla apee-
trursa.Theacquiredapectraaverecorrectodby auhtractiaagtIte appropni-
atehtasake-nata(of avaberox- phosphotipidveside sotutiosas),suhjectedbe
raniare reductiora aaalyais aaad presonted as molar ellipticities
(degrees-em’~drraoLi), asanmiag 110 Da astIte average molecular masa
pee-aminoaridreaidue.AL leaattitree isadepesadesat preparabiona ofSP-A
averemeasured.Final SP-A cenr.esabnatioraaves80—100 gg/ml. Measnare-
mesabaab aridie or neutral pHavere doneiraS mM arratabe, 5 man TÑS/HCI
bulle,, pH 4.5 un 7.2, rceípcetively. pH titnartiora avara atartod aL neutral
pH ira 5 mM Tris, 5 bM MES, 5 mM metate bulter pH 7.2, la tIte

preserare en ahaerace of 5 esan CaCI,. Frvm tIte sbarbiag pH, SP-A seas
titratedbu pH 4.2 by tIteadditjua,ufi—2’gl aliquota of0.05 un 0.1 ti ROl
solutien. Dnrioag titratiosa, the medium pH was rnoraiteredavith a me-
cro-pHeleixtrode>TIte apectrumaofSP-A aL cmbpHavas recorded 10 mira
alter cmli chartge raf pH.

SP-ASeif-uggregatioraAssuy~ScllUaggregation of SP-A iradnrced by
avas atudied ab 37 ‘(7 lay mearrsnsrisagtIte rítange isa absorbanmere ab 36(1

ram arr a Bcckmara Dtt-640 spcctropliotomeber. l3oth sample aran reten-
erareenivettesavere Smb friled crida ti iaM acetarote, ti mM Veian/WCl bullen.
pH 4.5. ASter a 1.0-mira esiullibration aL 37 ‘b’., SP-A (20 ~rg/ml, final
cenrerabnativnlavas added bo Lhe sample cuvebbe, aatd bIte Lairbiditv
chasageat 360 raen aves mosaitored ab 1 -mire isatervals oven 10 mirí,
Selfaggregabior, of SP-A ‘vas reveraedlay shitting haek LIte pH bo 72.
pH-indurar] proleira aggaegativn aves riso debermioed lay c:cmatrifr,gatiurí

ant 12,000 x g ira a Hebbirta soicrolitercentrifuge fon 15 ruin. TIte eratire
pclleb fractiorasarad supennatasata avene biten seabjccted to SDS-t’AGE
arriden redncing roadibioras foltoaved by staiairag of tIte geta avitia Cuernas-
sic Bine. TIte: vaniatiura ofSP-A aggregabiuraa» bbc pH seas redasced aves
atudiedaL 37 47 isa bIse prestare vn tice absenre of 5 mM (la’’. Samplea
roratainisagSP-AtESgg) la 350 >cI of .5 mM TrisfH(7l, 5 a-rs MES, 5 mM
acatastebullen pH 72, creer tite-aten Lo tire in,dicated pH values lay
addirag 1 2 gí alaquota of 0.05 un 01.1 Nr HCI whilr, vortexiag. Duelrag
Litrabiora bbc medínaisa pH aves monitured. Tite absonhanee ab 36(1 aam
seas regists red Orare it seas stalailizedalIar carIs cliange vi’ pH.

Praaporutcun of 1 rpici Vcsícír,’s erad Liposraraaes (iorrtuiraireg SP-li
arad/enSP(7 Syrrbbcticplaospholipids,DPPC,and l,2-dipalnÉboyl-ssrr-
glycenu4a pItesphoglvccnul (DPPC) avere punrhased from Avaabi Pulan
LÁpida <Berraeraglaamsa AL!, rrgg í,2-diacyl-a,r-glycere-S-plvraphoeiaoheer.r
(PCI airad 1 2 daaeylsnr-glycerri-3-piausphoglyrr:rol (PO) avene Inem
Sigma. noad bhear Itomvgeneity avara rorstisaeiy lesbed vn Lhira laymar cEne-
mabugaaplin> TIte orgarrir solvesata (raetliaronol asad rbtoroferm> naed bu
diasolve lipida arad bo isolate asad atoare itydruphoalaie suntVoebarat proteirsa
aviare high pr-maure liquiel chreasaratogx-apliy graede (Schax-laan, Barcelona,
Spairr(.

Thx-onaghout all experimeraLa, urailaeraetíar yeairles ofDPP(7, DPPG, en
DPPC/othen (7:3, se/aví avere nased. TIte diffr-:rcsat lipid vesicles avene
prepared ab a phospbolipid rorarentrabion of 1 en 3 mg/rial by Itydnabisag
dey lipid films jer a bullen crrntairrirag 150 asas NaCí, 0.1 mn EDTA, 25
mM Tris/Hill, 25 asan metate, pH 7.2 or 4.5, arad allowirag (lacia Lo saveil
fon 1 h ata bcrnperarrbrerc aboye Lhe pitase tranaritiora Lemperatiase uf bbc
cvn-espoadisag pbospholipid. Next, bhe lipid rlispersioo (1 inI) avara son-
irabed ab Lhe sasara bemperatune (bypically aboye 4,i3 ‘O) dnae-isag 2 misa aL
390 wabbs/cera’4 (latinaba of 0.6 a, 0.4 a betavecra hoarata) un a ISP 2008
sonifrer avitit a 2-mm microtip. AII vesmrlea avere prepared freahly cacE
day, jost hefere atrerbirag bbc, cxpeniseent. Thc pboapholipid curaceratra.
bien avas aaaesscd by plaesphoroar deberaaiaatiora aecordíag Lo Reonser et
cii. (37). Fox- vesiele-size asaalyaia la solubion, quasielasbir lighb scabber-
ingavas araed nc desenibed pneviovaly (24). Vesiele diasacter abS? llaves
135 rasas br DPPC vesiríes asad aronneod 60 ram for DPPC/DPPG (743, av/av)
y OsieleS.

Recosastitution of SP-E er SP-O ur bubis itydx-ophobic probeina isa
DPPC ox- DPPO/I)PPG (7:3, av/av) vesiclesavespcrforn-’edas dearrilaed
previonsly (38) aL a proteimr:lipid rabio of cithen 1:10 un 1:2(1. Bniefly,
appropmiabe amoetrata of pItospkaolipids disaulved ira chloroforsn’rasebhanol
(2/1, y/y) avere maaixed avitit bbc dearired amounb of SP-E arad/ox- SP-tI
aboredira chloe-oferraa/n-rebhanol(2/1, y/y). Dey probeira/lipid samplea avere
Isydrabed isa LIje appropniate Imifer al cti -c ter 1 It crida or.caaioniarnl
mexmg. Sorairation avas dórte ab tIte same terraperature under roradibioras
describe»]aboye.

P/aosp/eulipidBuaadirag—Thebindisag of SP-A tu phosphelipid vesicles
aL acidie: pH seas debennisaed by coflebation of pruteisa asad lipida asIlen
discuratiaa,enassearrosedensibygradieabecsabx-ifugabiesa.SP-A (25 yg/ml
fanal rerneentratioa) avas addcd Lo 150 mM NaCí, 25 mM aceLabe buifer,
pH 4.5 seibe» en avitieeub 377 gre/mí phospholipid vesiclea.Tiara mixtnare
avasasarnabated durisag 15 mira aL reorer temperabure aud bitera cax-efully
placed ira aruralnifuge Labe oves- a 1-ml caishiun of 30% saucroare ira Ihe
came boaffiar Ocotrifugatiosaaves cosadurted ab 25 ‘0 isa a Beelmían
SW-65 retor aL 129,000 x g for 2 It. Thc snpernaLamnts avere blaesa
tnaaasfenred bu r.osaeesatrating Luises (Millipere Mierocea 100®> arad ceo-
trifugated isa urderteelisairaabe calLa. The preserace ofSP-A in pelleL arad
snapersaarntasab fractiesas avas debennisacel by orae-dianensional SOS-PACE,
urader rednring corsditioraa. Phosplaulipid euiatesab ira boLIt fractieras ‘vas
asacaseol by plaos

1ahoe-us analysis (27). Control expenimerala avhenc tipo-
sumes ox-SP-A avere deleted II-em bbc iraenabatiora avere perfenmed. Aflen
cenbrifiagatiera, more tIsana 97% of phospItolipida avere recovered ira bIte
auperaabaat, asad ah SP-A sedimeated ira tIte ahiesace of plieapholipid
vesieles.

PlevsplevlipidVeaicleAggreguti,snAssoy—TIteassayavespenformed
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Fíe, 1. ReversiblepH-dependent<tange of secondatrystrateture andself-aggregationuf SP-A.A, Far-ny circular diehe-eismapectra uf
SP-A. e, apectra of SP-A (0,08mg/mI) isa 5 m~ acetabe, 5 mM ‘Pr-fc/Hill bullen, pH 7.2; h, apectra uf LIte pretein ira Lite aame bullen laut ab pH 4.5;
o, ajaectra el SP-A afler addiag NaOH Lo cliaaage pH frem 4.5 Lo 7.2. B, H~-induced self-aggregabiora of SP-A. Ira titai experimesat, sample aaaet
relenenee cuvebtes avere fax-st falled avitit 20 pg/ml SP-A ira 5 mal acetabe. 5 mM ‘Pria/HOI buifer, pH 7.2 be). Alber a 10-misa eejnallibratiora ab 37 ‘0
Hill seas added tu bIte sample cuvebte tu shilt tIte pH frem 7.2 bu 4,5. TIte turbidity chasage ab 360sana wam moraitoned ab l-mira iratee-vala ever 20 mira
Ib>. Whr:rr bbc pH avaros ahifred laitria bu 7.2 by bIte additiesa of NaOH SP-A aggregatec complebely disaeciated (el. O, SP-A is pellebed by cemstrifugabion
ab acidie bub raot ab neutral pH. SP-A cvraeeratratiorr ial the assaya avas 8 gg/ml. a, ira 5 mM acetate, 5 mM ‘Pnis/HCI brillen, pH 7.2; 5, ira bIte same
bullen albor clsaeeglrag pH 1v 4.5: c, after bIte addibiera of NaOH be elsarage back pH be 7.2. Altar r.eabnifugatiera of bItese samples, tIte pelIebs (PI asad
tIte snapersaabasata (LS) avere subjectedLo SDS-PACE, asad bIte gel aves atairaed avitIs ileemnoasie Blue. Melecular masa mankers isa kfla are isadicated
be bite ,-ight of bIte gel. Ira A, R, arad It a represeratabive esae of loar expenimesata fI-orn four dilleresat pernine SP-A preparabioraa la abosen.

ab acidic ex- racutral pH by meaannirag tIte arobsorbasace aL 400 am isa a
Beeknaara lJ1J-640 speebrephvtemeter ab 37 0 es deacnilaed provieaasly
(251. Bm-iefly, plseapItoLipidvesictes <40 j¿g) avitia un withoub ItydnepItobic
proLe-ma avene added Lo botIt LIte sample arad tIte neli,neraee cuvette iia a
total velume of 0.5 ml of 150 mrrm NaCí, 0.1 mM ED’PA, 25 eirM Tris, 25
mit’ acetiatear lanifer, pH 7.2 or 4.5. Afiera 10-mies equitibratierra aL 37 47,
4 rara uf SP-A avere noelded Lo tIte sample cuvebbe, asad the charage un
uptical derssity ab 4t10 sam seas monibered ab 1-mira jextee-vala. Nexb, ila

2~
(1. enan er 50 gM, Itraití cuerc-eratnabiesa> sesos added bu bubIs bIte sasopte arad
Lhe o-eference eceeLLe, asead tiro chaesge ira abaurlsa,aeo ases muroitux-ed
agaara.

PraateoseDigeartiera ufSP-A el Ac¿cliú pH—Tedetee-mirte blae pretease
seasitivity of Iipid-fraaoa md mesastaraare-bouraeí SP-A, bIte esadrrprobeiraase
Ole-O fruen Stephy/eccrces cee-cas VB <Beelmninger Mararaho,im flmbH,
(er-many) avas esed. This serme pretease Itydnetyzes peptide ami ester
bosada apeniliealíy ab tIte earboxylie side ofGira ab 9114.0 en brabh (lía arrel
Mp ab pH 8.0—S.S. SP-A (6.7 gg) seas added Lo 150 mM NaCí, 25 mM
acetaste ho/llar, pH 4,5, edItor ira (he pe-caerece un abarraco uf 00 ~g of
plaosphelipiel vesielea prepared jet bIte Sanie bufler. Alten 10 misa of
irscabatiosa art 37 ‘0, 13.4 gg uf fneslaly prepaned en-Éyme soledosa <2:1
era-zyme/pnvtein, av/se> avene added. The Irraití iracnbatioes votume avas 110
pl. TIte mixture ayas iascasbaterl durirag 4 It ab 37 ‘0, aoci tIte digesbiun
avas atopped by freezirag bIte saneopíes ab • 20 ~C Samples seere asaalyzed
lay SDS-PAGE urader x-educing ceadibieras fulleaved by Westex-sa lalot
asaalyais uf SP-A arma described pnevioualy 139) because lIte electro-
pItonetie basad ofVS protease (80 —35 kDa) oventapped avibh tliab of SP-A
(28—36 kfla). TIte px-imary aratihedy aves kiradiy suppíied lay Dr, J A.
Wtaibsebb (Univeraiby el Cincinnati).

REStJLTS

Reversiblepil-depondoníChangouf Che Soeunda,yStrraetr¿ro
ufSP-AeradAggrogaliun. ofChe Prutoin—CDopectrauf SP-A ab
neutral asad acidic pH are abosenisa Fig. lA. At neutral pH,
apectra avere charactorized by a aheulder ab 220 nm asad a
atrongsaegativeextremeitt 207 samita px-eviouolytepur-ted(24,
40). The changoof pH fx-om 7.2 te 4.5 lcd to a changein the
ishape ofSP-Aapectruasasadmaa-keed]yz-educedtheoontribution
uf tbe 207-una mínimum to tbe opecte-una. TItia chango isa the
CD opectra of SP-A avas reversed sehen bbc pH seaschasaged
back bu 7.2. Osa the othex- hitad, pH-dependerat aggregabienof
SP-Aavita atudied by meaauring 11 ¡ -isaducedtux-bidity changos
(Fig. iR>, arad tbe level of raggregatiusaavas determisaedby
cemstrifugation(Fig. 1C). SP-A rapidly aggregateditt pH 4.5,
asadah of theprotein seasrecoveredisathe pellet.WbenbbcpH
seaschangedbackte7.2, theturbidity itt 360 nrn vaniobedarad
ah of SP-A seasrecoveredisa the supersaatasatfraetion, indieat-
isagthabpH-depesadesataelf-aggregatiosauf SP-Aseitareversible.
TIte CD apectrunaof SP-A abpH 4.5 correaposadedtu the U’ -

isaducodaggregatedfornaof theproteisa.To determinewhetber

proteisa aggregabion might affect OD meitaurementa, CD apee-
tra of SP-A itt pH 4.5 avere recorded ab different protein con-
ceratratiesas. No aigsaifacasab differencea avere oboerved in the
rango of 40—140~tg of SP-A/ras) boated.

Tbe estimation of secosadary ate-ucture fe-actiona of porcino
SP-A abneutral audacidie pHseasperforenedby theSELCON
program (bhe aelf-conaiatcsat metbod) recently modifaed by
Sreeramaand Woody(41). This prugranadeterminesthecon-
tributioraof a-helix, ¡3-ote-ucture,f3-tux-ra, nad po¡y(u-prolinoII)-
type(P

11)conformatiusatu bbc apoctraof proteisas.Tbe Pr, con-
furmation lo a left-handedextendedhelix with tbreereaiduea
pee-burra andja fa-vored isa prolísac-rich po¡ypeptídesdue tu thc
lisasitedconformatiorsalflexihiliby of the proline ring(41). Tho
P,1 conformationseasfousad isacolíagesaandira ahorb segmento
of aonseglobarlarprobetas.Accordingbo theSELCONprugraass,
poe-cine SP-A itt racute-al pH contaisaed19% rr-hehix, 26%
~-oheeb,25% f3-turn, 14% Pr< cosafonnation,asad17% unordered
form. The self-aggregatedSP-A ab pH 4.5 contaieaed10% a-he-
lix, 39% (3-aheet,22% fi-burra, 12% ~aucosaformatiosa, and 18%
unorder-ed form, iradicatirag bhat ab acidie PH bbc conterat of

13-sheetconformation isacreasedarad that of a-hehix decrerased,
sebereasbhe contesabof P11 cosafurmation did not chasage.

SP-AAggregationIncreasesas tire pHla Redu.ced:ThiaLifeel
la Greater ira ChePresonceof Ca

2~—Fig.2~4 abosesbbceffect of
loseerisagpH un selt~asaociabionof the px-otein isa bbcpreoence
asadabseraceof 5 mM Oa2~. SP-A usaderwesatpH-dependent
aggregatiun ja bbc ahaesace of Ca2t Proteja aggx-egatiosa
abarbad ab pH belose6.0 and reached a sasaximumvalue itt pH
4.5. ‘Dic ionizatíesapRealcuíabedfrom Use plob of bho depesad-
enceof SP-A aggregatiosaun bbc pH seas5.26 ±0.05. Isa the
presenceof Ca2 a marked aggregatiosaoccure-edisa bbc pH
rangouf TUN (6—6.5) asadseasgreaterita thepH seasreduced.
TIte ionizatiora pR calculabed in bbc px-osesaceof Ca2 ¡ seas
5.55 1 0.15. Ab pH 4.5, proteinaggx-egationseasraot influeraced
by Ca2 ¡ ita abosenin Pig. 2B. Ab neutral pH, self-associatiosaof
SP-A seasitbaolutely depesadentera 1-8 mar coracentrabiona of
Cita’ (25,42).The Ca2 concentratiosaneededfox- balf-mitxjnaal
aelf-aggrcgatiusaof pig SP-A seao2.36 ±0.15 metí (25).

The effecb of loseering pH on bbc CD apectra of SP-A wao
analyzed isabbcaboesace(Fig. SA) aradbbc pí-caence(Fig. SR) of
Ca2*. Fig. SA ohoseaa progresaivedecreaseof bbc raegative
ellipticiby itad a pe-ogreasiveobifb of tho negativo maximum
from 207 to 209 nm ita bbc pH serasreduced.Corafor,nrrbional
analysisby bbc SELGONprogram indicated tbabbbcpercesat-

c.c

190 210 230 250 ,e 20 30
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O 0-6
Fio. 2. SP-A self-aggregatión ja-

creasenas tbe pR is reduced. Tite ex-
perimesabaavere dorae aL 37 ‘Cas described
onder “Experimental Precedurea.” A, pH
bibrabiera started ab PH 7.2 ira 5 mM Tris.

t
1101, 5 mcm MES, 5 masar-etabe Ita-rOlar ti-
blier with or avibhvab 5 mc’ Oa2~. A nepre-
seratative orte olsoc ex

1aer-ieo»esaba ai »Iseavra.

‘Planee differeat px-epaaatiumss uf poncirae
SP-A avene used. B, cueerpanisora el bIte Id-
neties ofaelf-aaseciatioraofSP-A ab pH 45
arad 7.2. A represesababíveurae ol loan ex-
perimeaba from Lavo differerab pone:isae
SP-A preparabiosas is ahusen.
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Fíe. 3. The seeóndsmysbrucbureof
SP-A changosas the PR is reduced.
pH LibraLienexperimesatsavene perferased
asdescribedursder “Expee-imeratal Prece-
dures” anel atañed aL pH 7.2 isa 5 mM
‘Pnis/1-lCl, 5 mM MES, 5 rna, acetabe laullen
ira tite abserace (A) asad Lite preserace IB> of
5 aa5M Ca’’. bastís, elliptiribies ab 207 msa
uf porcisae SP-A as a fasaetiesa el pH. A
represeratative cite ef tItree expenimesaba
frees, bIsree diffenr»e»b penciate ST-A prepa-
rabiosas is sboavis.

190 210 230 250

Wavelength (nm>

age of u-helix pregreasivelydecreased(fruna20 bu 8%>asadtbat
uf fl-sheetprogressively iracreitaed(fr-orn 26 to 41%) witboub
aigsaifleitntvar-iatiun isa the cusatenbof ~saasad unurdered cosa-
furratatiosa.Oratite otberbasad,fi-em datauf theellipbieity ab207
nm versaspH (Fig. SA, inset)seecalculateda pKof 5.46±0.1
for tbe H>-inducedchangeof tlaeCD apectrunaof SP-A. Re
aimilarity bebsecenpK valuescalculatedfrotar, proteiraaggrega-
biosa assaysasad CD naeasurenaesabssupports bbccoracopttbat
bbc cbasageof CD opectraof SP-A ita a funetion of bbe pH
reflectathecusafurmabioraalchangeof SP-Aab diffee-osablevelauf
self-asaoeiatíon.

Fig. aB sbows the CD apectra of bbc Ca
2>-isaducedaggre-

gateO form uf SP-A itt neutral pH. Conformatiunal araalysia
esbintated 11% a-belix, 38% ¡3-sheet,22% >3-turia, 12% ~ asad
18% uraurdered foren. Ca2> josas ab pH 7.0 seemedbu produce a
similar efTecbunbbc CD apectraofSP-A aa that fousad fox- mildly
acidic pH isa bbe absenceof Ca2>. Huseever,tite ciuangea isa bbe
CD apectra of SP-Aat acidic pH avereeatirely reversible sehera
bbc pH seassiúticO back bo 7,0 (Fig. it bub bboae changea
produced by 5 mar tIra2> avere not rever-sed sehentbe prutein
seasdiasociated by tbe addition of EDTA (daba saob ahusen).
Whesa tbe pH of sanspíescontaisaisagCa2 ¡ seasbitrated from 7.2
te belose 5.0, bbc saegative clliptivity seasreduced, and the
negativo maxinsusasprogressively ahifted fe-orn 208 te 211 nm.

Tbe pH-depesadentchangeufellipticity ab 207 mu, ahusenisa tbe
iraset of Fig. SR, asadbbc pH-dependenbmercaseof SP-A itggre-
gation in the preseraceof Ca2, abosenira Fig. 2A, avene similae-.

SP-A-inducedLipid Aggregation—Fig.4 ahusesliposumeag-
ge-egatiosajadueed by SP-Aab neutral asadacidic pH. TIte addi-
tiosa of SP-Ate acidio,vealelea(DPPC/DPPOorDPPC/PC)abpH
4.5 ja tbe presenceof EDTA resultad isa a markcd increaseIra
ligbb absorbasacedue bo lipid aggregrabion. Light absorbasace
alighbly increasedalIar tbc addibiosa of Ca2 Y Thia adoibional
rncrease seascompletely reveraed hy addisag EDTA. Iaterest-
ingly, little orne changeisa liglat abaunhaneeseasobaervedaltee-
bbe additiosa uf SP-A and Ca2> te DPPC ox- DPPC/PC vesicles,
iesdicating bhab SP-A-isaduced itggregation of neutral veniales
markedly decreaseditt tbab acidie pH. Ira cuntrast, at neutral
PH» SP-A aggregatedneutral residesisa bbcpresesaceof mitre-
molar- coneesabrabionaof Ca2’ (25). Oes bbc othex- basad, bbe
extenb uf aggregabiosa of disaburated pboapholipid vesicles
(DPPC ox- DPPC/DPPG),sehichab 37 ‘tI avere in the gel abate»
seashigher tban bbab of unsaturated veaicles (DPPCIPC or
DPPC/PG), auppurting previcus resulta concenxisagbbc influ-
ence of tite pbyaical abateuf tbe resides un bbs precess(24).

Re effecbuf bbc iosaic sbresagtlsun lipid aggregabionis ahusen
in Fig. 5-Ab loseor phyroiological iosaic atresagth,bbc aggregatiun
of DPPC ab pH 4.5 la vox-y lose.Tu roabure bbc exbentuf aggre-
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Fmi> 4. Vesicleaggregatiora taducedby SP-Ant acidienadneutral pR. Neutral vesictesof DPPCen DPPO/PO <7:3, av/se)anelacidir vesicles
ufDPPC/T)PPC(7:3,se/avíenDPPC/PG (7:8.av/se)avere prepared ira 150 arnas NaCí,0.1 mM ED’PA, 255aM acebabe, 25 mM Tris/Hill taller ab eibIten
pH 7.2 (0) or 4.5 Ci Sample arad refenence cuvebbes avere falled seibia phoepholipid vesicles (80 gg/mnl), asad albur a 10-nata eqnaitibratiora ab 37 ‘O,
5PA <3 jxg/anl> aras addedbu Ilse sample coyetbv. =44pH 4.5 (Ci, vesicle aggregatiosa did aoL depead oms Oaa ioass asad abarbed apesa SP-A addibiora.
Ab iteutral pH (0), SP-A-iraemaced vesicle aggx-egatien depended vra tIte adilibiosa of 1 mcm Ca’>, Thece experinaemats avere aleo dorte wibh 50 rin free
Ca

2» ab bobIt iseutral arad acidic pH wibIt iderrbieal resalís. Peían dillenesal preparatiersa ofpoe-cine SP-A arene resed, A ropreseatabive expee-iremerab la
ahosera.

UPPC 0PPG
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(00(10— 05 rS 000.5

INaCII M
Fm. 5. Effeetof bbc jonie ctrengthcama recicle aggregatiom, la-

daced by SP-A st acidie amad neatral pR. ioracente-ated ves/ele
arnspemrarene <3 mg/así) of DPPC, DPPC, arad DPPC/DPPC (7:3, av/se)
avere prepared isa 100 mcm NaCí, 0,1 mcm ROTA, 25 mcm acetate, 25 mcm
Tria/HCI taller -ab eltiter pH 7.2 (Ci en 4.5 <e). Vecicte roggregatiora
exper-mmeesbs avere dorae ab 37 47 nos deserihed under “Expee-issserabat
Pe-ocedrarrea,” Firoal eonce,nte-abiuoa ofplaeaplseii

1sida, SP-A, ariel free 05a ¡
seere 85 gg/sasl, 8.5 aig/rial, asad .50 gas, nespecbiveiy. Saansle bnrbidity seas
centisaaousty mosaitored ab 400 neo. ‘Phe NaCí concerabration sea» isa-
eneased ja the eeedmam by tIte additiosa of nepeabed arriatí aliqueba of a
cencesabrabed NaCí solasbiesa. The. absorlsasare ab 400 ram seas regiabered
esace it seas ababili-zed alter eacIt eliange uf NaCí corrrenbration. TIte
experimeerb síarted al a NaCí coacente-atiora of 2.7 mcm becarruse lipid
veas/les avere alseays prepared ini bIte presente of aalts, Resnlbs pre-
seerbed ane fr-una a nepreserabative uae uf tiar-ev experimente nrsisag three
dilfrnerab prepanabiosas of aaor-nisae SP-A.

gabion fonnd ab neutral pH, high lonie abresagthseasneedod.Ab
pH 7.2, the aggregation of DPPC veas/leswasindopendent of
joniestresagthbecauseib occurred at very lose NaCí concentra-
bioras (2.7 atar). Huseever, bbc exberab of aggregatiosa seasen-
hasacedas the coracesate-ationof NaCí seasiracreased.isa bbc case
of DPPQ secaicleaox- vesiclesconbaining DPPG,bigber le-vela of
vesicle aggregabionoccurred ab “ce-y lose lonie ste-esagthab pH
4.5 bhan ab pH 7.2. Ab neutral pH, aggregatiusaof acídievesielea
induced by SP-A seasabrogated ab very lose NaCí anO Ca

2
coracentratiorsa, probably due bo electrostatic repulsiosabetavoen
bbc saog-abivecharge uf phoapholipida anO bheasegabivesai-face
char-ge ura bbcprotein (24). Huseever,itt pH 4.5, bbc prutunation
of carbuxyl groapa of SP-Awould reduce bbc saegabivesurface
claargcura bbc prutein. Qn bbc office- baesd,aggregatioraof DPPG
vesielesitt pH 4.5 seasprogressiveilydecreasedas NaCícuncen-
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DPPC/OPPG
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Feo, 6 SP-A-indueed aggre.gation of lipusomes eontainimsg
SP-li ancIlar SP-tI st acidie pIL l?ceuaarstitaartionof SP-Bve-SP-Oun
lsobh bydrophebie probetas ira DPPC or OPPO/DPPG <7:8, av/se) vesiclee
seaspenfornaed,asdeacribedarader “Experimental Precedurea,” isa 150
mcm NaCí, 0.1 sasMEDTA,25 mesacetato,, 25 ansi Tris/Hill baifer, pH 4.5.
Ves/cte aggnegabienexper-imesats avere performed as la Fig. 5. Firtal
coasceastrsbioss»of SP-A,phosplsolipimis, and Ca2> seere7 gg/rnl, 70 gg/anI
asad 1 msa, x-eepectively. Tite SP-Eun SP-Oto lipid seeiglib rabio seas1t20.
The reeults diesen are frearsa a nepresesababiveene of bhree experimente.
Fear expea-imeaba usingvesicleacesabairxirag 10% (av/se) of citíser SP-B er
SP-tI avene alse perfornaed seibia ideatical resulta.

trabion isaereased,suggestingbhab tbe isaberactiun of SP-A wibh
DPPO ab acidic pH seasiosaogenic.AggregatioraofDPPC/DPPG
resides slightly decreasedita bbc ionie atreragtb increaseddue
te tbe presenceof DPPC isa bbc ‘vesicle, selsiehntight isaberact
with SP-A by hydreplaebic interactiona.

SP-A ja atareO inbracellularly ti acidie lameilar bodies bo-
getberseibb surfactant lipida andmature SP-B anO Sp-O (6, 7).
Ib seasof iraterest te determine whethertbe presesaceof SP-Bur
SP-O ex- butb hydrophobic proteína modifled the Jipi0 aggrega-
tiusa activity of SP-A ab acidie PH- Thcrefore, SP-B ajad SP-C
‘ver-e roconstitubed isa DPPC ox- DPPC/DPPCvesicles(probeisa:
lipid weighb rabio, 1:20 er 1:10). DPPC itggregation isaducedby
SP-A seaseasentimafly negligible ab pH 4.5 seberaDPPC veas/les
containedSP-B, SP-O, ox- a mixture uf both proteina (Fig. 6).
DPPtI/DPPG resides eitber seith sor wibhuub SP-B os- SP-O
naarkedly aggregatedab pH 4.5 upon bbc additiosa of SP-A isa a
Caatindependesabsa-sansaer,Aggregation of acidie resides cosa-
taisaing SP-ii or SP-tI ab acidie pH seaslsigher bisan liszt ab
neutral ysiI (daba saob ahusesa).Ves/cíes containisag SP-ii ox- a
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pH
Fm. 7. SP-A-is~dueedaggregabioa uf DPPC vesieleswith nr

without SP-Ro; SP-C as a funetion of pH. DPPC vnaielesseitia en
avitItoub SP-EenSP-O<pnobeira:lipid aveigIsbrabo, 1:10) avene prepar-ed io
150 mM NaCí, 0.1 nrsi ED’PA 25 mM acetair, 25 mM MES, 25 mM
Tris/ECL buffet -ab vanees pH values. Experiarrents avere done ni tIte
iradicatedpH ab 37 ‘0 as decce-ibedbefore, TIte final burbidity rItarage ab
400 ramsIten tIte additien ofSP-A arad 1 mcm Ca

2 is ahusen es a lasaebloes
of pH. Recuttsare frona a e-cpresentativeune uf three expedmenta. Tau
diffeneest preparabiosas ofSP-A, SP-E arad SP-O avere orsed.
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Fío. 8. Effeetof theshlft of pHmoni 5.6 te 7.0en SP-A4ndneed
aggregation of DPPC vesielescontaining SP-B o; SP-El DPPO
vesicles<1 mg/mí)avere preparedseitia or avibitoub SP-E en SP-O(protsiss:
Lipid seeightnabie 1:10) ten 150 morA NaCL 0.1 oraM EDTA, ‘25 mesacoLite
25 mc» TrIs/ECl bufl’ee- aL pH 5.0. Saanple Lurbidiby aros a ceaseqaence of
íI)PPC aggregatiora at pH 5.0 seas moraiboned at 400 nm ab 37’0. Final
eonceestr-abiosas of SP-A, phesphuiipids, arad Ca2> avere 8 p,g/aasl, 80
gg/mI, anO 1 mcm, respecbively. TIte pH siafil fr-em 5.01v 7.0 seas done by
adding a armalí aliqaot of a coneeratrated solabiosa uf NaraOH, A/len pH
shift, bise chaaagnar ii-o tnnlsidity ab 400 sana seas monitored agaisa caer 10
mira, Values ano expnessed ita memos 1 S.D. uf feos-expeniss,erata,

naixture of both bydropbobic proteisasabuared leasaggregatiora
theta thuae vesicleaaribh SP-tI or aribhout proteiras.

Next, are analyzed bbc abiity of SP-A tu aggregateDPPC
resides itt various pH values (Fig. 7). DPPC aggregatiosa ita-
creasedita bbc pH was raised bu pH 7.0. Aggregation of DPPC
resides itt pH higher tbasa 5.0 aras dcpesadcsatora bbc preserace
of Ca2> isosas. At the pH uf lamellar Isedies (about 5.5). SP-A
mediated aggregatienuf DPPC vesiclescuntaining SP-E ur a
mixture uf bydruphobic pruteisas (daba saobabosen) is luarer thasa
that found witb DPPC resides aiusaeox- cosataisaingSP-C.

Tu determinesehetbera rapid abift ofpH fr-orn 5.0 tu 7.0 avita
-sufficaesab tu raise bbe extent of DPPC aggregabion, ave per-
fornoed pH abati experiamnesatsisa thepreseraceasadbbcabsenceof
Ca2>. Fig. 8 shewathat bise additiosa of NaOH bu a mixture of
SP-A asadDPPCresides corataisairag SP-E ox- SP-O resulted isa a
7-fuid mercaseofliposomeaggregatiosa.The exbentof aggrega-
tiun afrer pH shift iracreasedby 3-fuid fox- DPPC ~‘csiclesaritis-
mit SP-E un SP-U. The presenceof Ca3> joras arasacededfox-

Fío. 9. tipid binding (A)and po-oLeaseserrsitivity (B) of SP-Aab
acidie pR. A, resallar pe-esesabed Itere are fnom vesicles ofDPPC/PC arad
DPPil/PC <7:3, av/se) ab 25’C. Sirnilaror resulta avere obbaieed freso ves-
irles of DPPC arad DPP(J/t)PPC (7:3, se/se) avibia en avibitunib SP-E arad
SP-O. Experimentar avere done es desenibed urader “Exper-Irneestal Pro-
cedures? la bhe ahaerace of lipida, SP-A sedimerabed, sed ah uf bbc
probeier seas nerovene.sl iii bIse peileb (P>. Aflen iracearbabioo of SP-A avibh
neutral un ae:idie vesielear moat of Lhe proteira seas necuver-erí ira bbc
sapcnraatanb (5) coflebatirag seibis lipids Molecular mar-leer-a ira kDa are
indicated bu bhe niglib of cisc Ooomassie Elue-stained SDS-PAGE gel. B,
SP-A (6.7 pg) seas digesbed avitIs endepnobeinase OÁu-C (13.5 <cg) ira tite
absence 1/arre 2) sed tite pr-eserae:e of 60 <cg ofDPPC recicles (laraaa3) en
DPPO/BPPC (2:3, se/se) vesmcles (¿ant 4) in 110 gí of 1.50 mcl NaCí, 25
mM acetate huifer, pH 4.5. A control (lene llaves e-un seith 8.7 <cg ofSP-A
seitIteub eradoprubeieese Ole-O. Weabee-sa hieL aesalysis fer SP-A seas dorie
as desenibed uartder “Expenimenlal Prucedures.” A represenlative ene of
foaze- expenierresaba is ahoavee.

bhiar reversiosa.Isa bbc absenceuf Ca2>, bbc light acatbering seas
almoatnegligible itt pH 5.0 arad after retibrabisag back bo pH 7.0
(daba rsub ahusen).Tiaeseresulta suggesbthab pH changos are
accompaniedby chasagesisa bbcSP-AIDPPC iraberactioras, pe-ob-
abiy as a conaequenceuf pH-depersdesabatructural changea bu
the SP-A asolecule,pH abift experianerabaavere aleoperfurnaed
wibh DPPC/DPPGresidesseibb ox- avibboub SP-EasadSP-O, The
sl-rift of pH front 5,0 br, 7.0 reanlted isa a ansailbuí signiilcitsat
decreaseof bbc exbesatof aggregabiosaof bisesevoasicles(daba saub
ahusen).

Lipid Bindirag anal ProteczaeSensitivityof Membrane-baund
SP-A—Wcraext inveabigated wbether bbc lose aggregatiosaac-
titar-uy of SP-Avdth neutral resides itt acidie pH seasa conse-
quence of redueedabiliby uf SP-A bu birad DPPC vesiclesab tbia
pH. SP-A seascoineubatedab 25 ‘0 wibb cither DPPC/PC (7:3,
ar/ar) ox- DPPO/PG (7:3, av/ar) reciclesab pl-? 4.5, arad birading aras
determined by aucrose derasiby gr-adiesab centrifugoabiosa ab tbe
sanietennperatur-e. Fig. 9A ahusesthai enosíof the protein seas
recovered isa bbe supernabaeateuflobatisagaribb DPPC/PC rear-
cíes,Isa bbeabsenceoflipida, alí uf bbc pruteisa wasr-ecovered ira
the pellet. Ab pH 4.5, SP-A hardly aggregatedDPPtI/PC rear-
cíes ab eibber 37 ‘tI (Fig. 5) ce- 25 ‘0 (daba saob ahusen), hut ib
bound tu these resides bu nearly bbc saene exberat ita te
DPPC/PGresides(Fig. 9.4).Similarresultaavereohbairaedseith
DPPC asad DPPCIDPPG. arhieb ab bbc temperarbure of bbc ex-
perimesab seere isa bbc gel abate. SP-A also bound tu DPPC
resides cosataisairsgSP-a sor SP-O (protoin:lipid weigbt rabio,
1:10).
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Fs~;. 10. Effeebof DPPCatadDPPCJDPPGreMejeson circular
dicho-niara.spectraof SP-Ast pR 4.5. SP-A <0.08mg/ml final Cera-
centnabioes) seas added te ‘25 mM acetatobullen, pH 4.5, ira bhe absenee
(se/id /iee) erblae presenee of DPPC (das/eed fine) or DPPC/DPPC (7:3,
se/se ( vesicles (delIci lies> tlipid:proteia seeigItb rabio, 6:1K Circular
dielareism measanemerabs avere performed lO mira aften bIte SP-A aeidi-
bien as desenibed undvr “Expenimesataral Preredures.” CD specbna pr-e-
sented Itere are frueer a represcestabive erre of biareo vxpcnireeesbs avitia
diflenerat SP-A preíaanstiooss.

Tho pr-otease scsaaitiriby of SP-A bound bo either DPPC or
DPPC/DPPU morsabranea ab pH 4.5 seasabudied by meana of
esadoproteisaarrseCiu-C fe-orn rS’. acreasVS,Immunohlot asaalysís
of SP-A afrer esadoproteinaseCía-O digestiora is abosenira Fig.
98, DPPC/DPPG-bousadSP-A aras more prutected frona prote-
asedegradatiuntItanDPPC-boundSP-A,sehichahoseradsimilar
suacepbibilibytu pruteolyaisita lipid-free SP-A. The l,isading of
acidie vesicles tu SP-A may lead tu reducedacceasibility uf
endoprobeisaaseClu-C elcaragebar-geta locatedisabbc domaisas
isa sehicia acidie phospiaclipidaare bousad, Albernatirely, biae
redueed aoscepbibiliby bo protoaolyais of DPPO/DPPG-bound
SP-A orer- DPPC-bousad SP-A casa be a curasequesaceof bbc
abiliby uf SP-A bu aggregabeacidie bub nub neutral vosiciesab
acidie pH, SP-Aseouldbecomomore probected fe-orn pruteolysis
isa auch vesicleagge-egatea.

E//éct uf Ihe Lipid ea t/re SecendaryStreetare ofSP-A—Wc
asaalyzedbbceffccbof DPPCasadDPPO/DPPCun bbc CD apee-
bar-a uf SP-A abpH 4,5 (Fig. 10). SP--Aaras aelltaggregatedab bbis
pH ira bise absesacoof lipida asad baO a characteriabie CD apee-
bruna (Fig. 1), Tiare presentee>f DPPC vesicloasisa bbc nsediam
baO eso sigsaifacasabeffecb ura bhe CD apectra of SP-A. Thus,
DPPC bound bu SP-A seithoub essodif9ingbbc secundar-y struc-
tune of H’ -isaduced aggregabedform of SP-A, Ira corabrasb, the
isateraction uf DPPC/DPPG ‘tesiclea aribb SP-A resulted isa a
changoira bise CD apeebra ofbbc proteisa. Tbe negativoellipticiby
itt bobb 207 asad 222 ram isacreasedasadthe raragabixe maxiasaum
setas sItj/leO fe-orn 209 bu 207 ‘un. Thcse riatangea tu bbc CD
apoctra uf SP-A rnighb be irabor-prebed ira berma uf a deereaseuf
bbc self-aggregittion levol of thc protein ita a conaequenceuf bbc
bindirag of SP-A tu acidie vosicles.TIte presesaceof DPPC/DPPG
vesicícaisa the mediuno seuníd preresab proteisa self-aggregabiosa
prended lipid/protoin isatee-actiusasseerefavored oree- probeisa/
proteisa interaebiona,

DISCIJSSLON

Ira exocrine,eradoerine»or saene-onalcelIa, ibis secílrecognized
bbab bbee-c is a progreasive Oece-caseisa pH along bbc exocybic
pathseay(14>. Se-vox-allisaesof enideraceisadicabed thab bbc itt-id-
iticatiosa of bbc exocyticpabhseaycould play a role isa the regu-

labiosa of sorting, br-ansport, or proteolybic processiragofproteina
(16—18, 43, 44).TIte resulta pe-esentedira this paper situar titab
a progresaive decreaseisa pH influencea bbc secundar-y sbruc-
bure asad lipid bieading asad aggregatiosaproperties of SP-A.

pH-depenr.denfSelf-aggregationuf SP-A——Ira this sbudy. seo
bayo fonsad that SP-A usaderguca self-agg-regatiosaras bite pH ‘a
redaracod belose60. Hoarever, therc- ja a rnax-ked aggregabion of
bbe probein ira bbc pH rasage of bbc TUN (6—65) seben Ca

2’ la
added. Thia effect is groater as bhc pH ja redueed. There ja a
syraergy bebsecenH’ asad Ca2> en SP-A self-agge-egabionira bbc
pH range of 5—6.5- Ca2 ¡ bits nocffecbun bhe self-aggregitbiosaof
bite prubein seberabbc pH is reduced tuarar-d bbc isuolecbricpH of
SP-A. Self-itggregabiosa of bhe protein appcara tu be due bu
pH-isaducedcunformabiunalcitarageof bbc proteira.Coraforma-
biuraal analysisfroni CD apectraof SP-A abvariouapH -values
isadicatesbbab bbc percesatageof re-belis progresaively Oece-cases
asad tbat uf %3-sheebisacreasesita bbc pH as redueed fe-orn 7.0 tu
4.7. The inca-case of >3-sbeebcosabcnt cuazíd be asauciabedseith
pe-obein/proteisaisaberactiosasbbat occurred betarcera SP-Amole-
cuIca ab at1jdic pH.

Ibis of isaberesttu noto bhab probeinabraversing the TUN arad
imarnature secretos-ygrasaulea,bbc site of sorting cusasbibubire
fe-orn regulated pruteisas,aro exposedbu naildly acidic pH arad
higis cuncesabe-atiusasof tIa2~ iotas (14—16>. fle enaisabenasaceof
an acidic pH asad itigh Ca2 ¡ anilieu in theTUN atad imnoature
sece-obuarygranules is ksaoarsa tu be importasab for soee-cburygrasa-
arde foronabiosa. Sevee-al individual granule contesat proteina
fi-orn pituitary ve- adrenalcitrumaifingranulesunder-gopH-do-
pendesatsolf-aggregabiusa¿a cite-o isaa 0a24-dependesab(adrenal
ge-anules>(17, 18) un Ca2 ¡ -isadependesab(pitrúbae-y ge-anules)
(18> arnasaner.Moreover,thescprotoisascasaOrine co-aggregatiusa
of obitergranulepe-obeirasbbabdo saubbavethe isaborcratabiliby
tu self-aggregate.Huseevor,constitutirely acce-etedproteinado
saotco-aggregateseibia pituitary ox- cbrurnaifisa gr-anule cosatent
pruteiras (17, 18). The H4 asad Ca2 -depesadent aggregatiusa
proporty seematu be tbe hallrnark of -vesiele proteisas of bbc
regulabed secretos-ypabbway, disbisaguiabing tbe regulabed se-
crotory proteina fr-orn other-a isa bhe TUN, Tbis could be bbc case
for SP-A. Wc auggestbhab bbc U> - asad Ca2¡ -deporadesatagge-e-
gabion pe-operty of SP-A, togetitee- wibb ita abiliby be birad tu
membranes, might be irnporbanb fox- bise, segrogabiosa of bhia
probeisa bu aecretue-ygrasaulea.Althougb selectivoagge-cgabion
anal irabee-actiosaof probeisas aritb bbc rnearnbrasae of bise TUN are
importasat elernesabaira bbesurting of probeisas,bbere is ceidence
bis-absuggeststbab aggregabiunalosaela raot sufflcienb tu ensure
bite packaging ofah pa-oteisasisa secretor-y granules (45>. To dato,
sao sorbirag receptor itas beera cosaclusivelyidesatiflod, Hosecrer,
a putative receptor fue- cite-ornograsain3 may nob rocognizebbc
primary sequeraceof bise proteisa, but a detex-noiraanb gesaerabed
by bigher order- atructure of bhe ,nulecule (45). Isateresbiragly, it
hasbeen receratly reporteO that laurnasa pro-SP-8 cusataina se-
ce-ebory grasauletae-gebisagdeterminasabaisa botb bite NH

2-tee-mi-
raití propeptide asad bbc mature peptido (46).

SP-A/Lipid Interoctiun—The sito sebereSP-A asadsua-fac-
tasab phoapholipids are fiar-st asaemblodis usaknusen, but ibis
thoughb be be isa bbe larsaellar body. Tite postulatedachenteof
formabiusa asad esalae-gemenbof lamellar bodios iranolres bulk
be-anafes-of pisuspholipida bhrough budding of -vesiclesbecause
aysaexin asad obiser ansaexisaspronaube fusiosa of lipid vesieles
aribh lung laencilar bodies(47). This sbudy seasfbcused en tho
lipid bindisag asad lipid aggregatiora acbi’viby uf SP-A ab acidic pH
isa bbc preseracoanO absesaceof SP-E asad SP-tI.

Ab pH 4.5, SP-A inducesmasaire aggrcgatiora of aeidic x-esi-
cíeseibher seith ox- arithout SP-E ex- SP-O or bobb proteisas.TIte
exbesabof aggregabionla higiter ab acidic titan ab neutral pH.
Efo-ati el a

1, (27) previously funsad bhst SP-A aggregateda lipid
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exbract fa-ons surfiaetant st pH 4,4 ira blata ahaenceuf Ca
2’. Oea,

strikirag result are bave fousad is that SP-A poox-ly aggregatea
2’DPPC ox- DPPOIPCresidesabpH 4.5 isabbcpresesaceuf Ca -

Inbercstingly, aggrcgatiora of DPPC vesiclescosataisaisagSP-E,
SP-tI, ox- bubis probeiras la abrugabed ab dais PH- Ab bbc pH of
larnellar bodies(appr-oxirnabely 5,5) SP-A-induced aggregation
of DPPC containing SP-B ox- a noixture of botb proteiras ja ver-y
lose asad seasCa2’ -depesadenb.A sbift of pH li-orn 5.0 tu 7,0
resulta ja a 7-Ibid hace-caseuf DPPC aggregabiura arlacra Jipo-
somes cosabaisasarfactitrsbhydropbobiepe-oteirasasad a 3-foid
isacreasefox- DEPO vesieleaalorae, Titeseresulta isadicatebbab 1)
aggregabioraof DPPC vesicles iraducedby SP-A stroragly de-
peradaun pH, 2) Ca2¡ doca saobbayo tite sarneeffect usa DPPC
aggregabiuraabacidic aradatneutralpH, asad3) tIte effectof pH
en reside aggrogatiora is rencraible,

A posaible iraterpe-ebation uf biteseresulta areuld be that bbc
bindirag of SP-A tu DPPC ja also pI-l-dependenb, beisag match
luarerabacidiebisasaabneutralpH asadcomplete/y abrogatod ab
pH 4,5, sebosaresidescosatairathepeaitÑclyehar-gedityde-opite-
bie proteisas.Howe’vex-,seesitosehero thabSP-Abisadatu neutral
residesabpH 4,5 assecílasit docate acidie vosicíes.SP-A also
bisadatu DPPC’ liposomes,arbich curaba/sa SP-E ox- SP-O ab that
pH. Theseresulta auggesbthab DPPC binding tu SP-A asad
DPPC aggregatiora iraduced by tite proteies are distisact pro-
cosaca,seiticb prubably itave differ-esat requiroesaerata. Biradisag
asad aggx-egationita distinct phesaornesaahayo also beers de-
acribed ira McCox-anackel al. (22>. Ibis posaible tbat bhe biradirag
of acidic bub raot neutral vesiclostu SP-A modifica bite proteisa
atructure ox- bite abateuf prutein aelf-aggregabiosa.We analyzed
tite e«ectuf DPPC asadDPPC/DPPUresidesun the aecondax-y
sbrucbus-e of SP-A ab pH 4.5. Ab tisis pH, a]] ofbbc probein ja ira
tite aelf-aggregatcdfox-ni isa tite absesaceof lipids, Tite inter-ac-
tion of DPPC resideswitb SP-A undee-acidie eosaditjuras does
raut itare asay effectura bito CD apectra of bite probeisa, auggeatisag
tisat DPPC doca not modiú bbc sccunda’y ata-ucture of bite
self-aggregatedfox-ns of SP-A.Isa coratrast, bite bindirag of DPPC/
DPPG resides tu SP-A resulta ira a ste-iking citarage of CD
apectraof SP-Atoarardbite typical CD apectrauf tite nosaaggre-
gateOform of bbcprobeta,Theseexperimentssuggestblarabbise
presenceof DPPC/DPPGisa tite mediuna pe-everatabbc rapid
aggregationuf bite prubein iraducedby H>. Ibis posaibletitab
lipidiprotein interactiona are favored oree- protein/pe-obeisa isa-
beractiurisab ecidie pH prendedbhab resides coraba/saacidie
pitospitulipida. Wc ahuw itere tbat SP-A rnarkedly isabee-acta
aritit DPPG vesielesab acidic pH rasadtitat tite isateractiosais
ionugeraic.Osatiteotiteritasad,SP-A massinelyaggregabesacidic
residesab acidicpH. Wc suggestitere bitat SP-A-iradueedves-
ide aggregatiora requirea tite pe-uteisatu be isa a raonaggregabed
forras, or ab Ieasb aritboub foranisag large pe-otein aggrcgates,Tisis
hypobhesiarnay explaisaarby SP-Abinda tu raeubral vesiclesbut
pourly agge-egatestitean, becausebite amount of SP-A moloculea
awaiíabletu aggregaboliposomea is loar as tite pe-ubeisa ja fox-a-
irag large aggx-ogates,Tite idea titat bisadisag of SP-Abo DPPC/
DPPG but nob bu DPPC resides, ab acidic pH, rnigitt lead tu a
decreaseof probein agge-ogabionis supportedby epifluoreacerace
naarcroscopy atudies of fluorcscesatTexas Red-labelcd SP-A ad-
sorbed tu munolayersof cititee- DPPO or DPPC/DPPC

5ab pH
4,5,2 Isa thoso experirnesaba, SP-Aaras ferat injeebedisa tite aub-
pitase ab pH 4.5, anO titen tite munulayer aras fox-meO. Thex-e-
fox-e, SP-A seas aelf-aggregated before inberacbing seibit tite
rnunolayer uf pituapitolipida. Witis DPPC mosaoíayers,lar-ge ag-
gregatesuf fluoreacent SP-Aappear ab liquid cosadensed/liqotid
expasadedbeuradary regiona, isadicabiesg bitat SP-A aggregates

2M. L. Ls-, Ruano, FC Nag, O, Casals, 4. Pérez-Gil, arad FC M. W.
Keoragh, unpublisiaed nesasíta.
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Pro, ti. Diagrannnatie representatiun of tiseexocytic patlaway
of puhnonary surfaetao,t in type II celis. Ceoter, bIte iratrarocellular
cumpaa-bmerabs involved íes pesbbnaraslablonal proeessirag arad seenebiora uf
surfaetarab apolipoproteina based rarpora previeos daLa (7, 44, 48), Right,
tIte interna! pH ofbite satsrelioiar cemparbmerabs of Liac exeeytie pabIt-
sesy (12, 14) arad pH of alveelan fluid. These subeellular nonapsrtmeats
are exposed te high eunceratrations uf calcirarm (13, 14, 161. TIte Ca2>
coracesabrabiesa in LIte alveolar liquid is in LIte 1-2 raoM rarage (25).

are segregatedto tite lipid packing defectala bite moraulayer. Isa
curatraat, arith DPPC/DPPU monolayer-s, al] fluorr-accsat SP-A
appeae-sexclusirely inte bbc 1/quid expandedpitase, asad no
aggregateaof fluorcscent SP-A are sobaco-ved.

Wc ajso rcporb tbab SP-A turniO bu DPPO/DPPUresides as
more proteeted freen endope-ubeisaaaeGlu-tI degradatiora titan
SP-AbotonObu DPPOvesideaox- lipid-1i-ee SP-A.Thia x-esulbcara
be explained by bite abiliby of SP-Ato induce sa-masivoaggrega-
tun of acidjc bub nob neutra] resides. SP-A rasoleculesmight
tbrrn bridgesbetareenvesiclesanO beconacmore pe-otectedfe-om
degradatiora. Isa corabe-ast, lar-ge aggx-egateaof pe-obein bisad bu
DPPC resides ab acidic pH bat are nut ablo bu aggregatebite
Jipi0 asad z-e,nainmore susceptiblebo probeo]yaia,

Physiulogical .Tmplicotions—Asira uther exude-inc celia, bite
exucyticpatitseayof type II della obusesa pr-ogresa/veacidifica-
tiosa fi-orn bbc csadoplasmicreticulasan bu bite secx-etorylainellar
tedies (12, 14, 44» Bas-ed upen previsoras publiahed abuelitas bbc
exocytic patitseay uf surfactant componenta la schernatically
illustrated ira Fig. 11,SP-A bravela bugetiter- seitit tite precursora
of bite bydropbobic aurfhctanb prote/sasSP-E ariO SP-tI tbrough
tite sarne patbaray ti-om tite Gelgi cornplex tu lanaellar budies
(7), tite site aritere sux-factasat pituspitolipida asad surfacbaist
apulipoproteisassasigitt be ¿ir-st asaembled,Tite iratracellular pH
gradient influentes tite puatte-anslabionaí prucessing of pr-u-
SP-tI (44) asad pro-SP-E (48>,whicb isanobzesiratraceííular pr-o-
beolysia of titese prubeina ira acidic subcellular compar-tments,
arsd tite packaging uf raese sysabbesizedpitosphatidylcitolisae ira
lanaellar tedies(49). las cuntrast tu SP-E asadSP-O, no proteo-
lytic orerata oceur ira tite fornoabiosa uf SP-A exccpbfox- rernoval of
tite signal peptide, Hoavever, are foatrad titat bite aecondary
atructure of tite protciea, ita aggregabion atabe, asad ita isatex-ac-
blusa wibh lipids citange seitit tite prugresaiveacidifocatiura uf tite
mediuna, Oue- resulta suggesttbat II’- asad Ca2>-dependesat
aggregabion prepcrty of SP-A, togetites-aribit ita abiliby to bisad
tu membraraes, rnigitt be irnpurtasat fox- tite aorting uf SP-A tu
secretor-y granules. Once isa lamellar bodies, tite prescraceof
acidie pitoapisulipida isa bbc compositiun of titese or-ganellea
rnigitb be needed fue- aggregatiosa of membraraes induced by
SP-A becauseSP-Aitardly aggregabesneutral residesab itt/dic
pH. Tisis aggregabion prucesa togetisce- witio biso ayeaergiatic
SP-A/SP-Efusiusa activity ab acidiepH (50)ceuld be isavolvedira
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tite foranation of cluaely packed siteetauf lipida isa titesesecre-
tos-y granules. In addition, bbc cbangea of SP-Aflipid intex-ac-
tiesasaritit pH sitift suggesttitab tite citange fe-orn bite addic
lamellarbodytu tite neutral alveolarsubpitasecould be a factur
inrulved isa tite reer-garaization of surfactasat material atier
seeretiosa.
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DISCUSIÓN

A la vista de los resultadosobtenidos
en el primer trabajode estecapítulo,po-
demosconcluir que la agregaciónde vesí-
culasinducidapor SP-A y la autoagrega-
ción de estaproteínadependientesde Ca2~
sonprocesosindependientes.Estaconclu-
sión seapoyaenque los requerimientosde
Ca2~ de ambosprocesos(K

4c8
2+) son dis-

tintos, siendo necesariasconcentraciones
mayoresde Ca2’ para que seproduzcala
autoagregaciónde la SP-A que para la
agregación lipídica inducida por estas
proteínas. Hay que destacar,no obstante,
que dichos procesossehan estudiadoen
distintascondicionesde fuerzajónica tal y
como se viene haciendoen diversoslabo-
ratorios. Así, la agregaciónde vesículas
lipídicas inducida por SP-A se estudiaa
fuerza iónica fisiológica, haciéndose en
cambio la autoagregaciónde la proteínaa
bajafuerzajónica (enel capftulo 5 de esta
tesis abordaremosde maneradetalladael
efecto de la fuerzajónica del medio sobre
la autoagregaciónde la SP-A).

Teniendo en cuenta los estudiospre-
vios citadosen la discusióndel trabajo,se
podríaproponerun modelo queseajustea
estos resultados.Según este modelo, la
unión de la SP-A en presenciade Ca=ta
vesículas lipidicas a través del dominio
CRD provocaría la agregaciónde las vesí-
culaspor el simple hechode que una mo-
lécula de proteína,al ser multimérica, es
capaz de unirse a varias vesículas,Esta
unión, además,podría provocar cambios
estructuralesque disparen interacciones
proteína-proteínaentredistintasmoléculas
de SP-A, incrementandoasí aún más el
tamañode los agregados.Estaautoagrega-
ción seríadiferente de la que se produce
ante concentracionesde Ca2~ de orden
milimolar enausenciade NaCí.

En el segundotrabajode estecapitulo
demostramosquela SP-A porcinaexperi-
mentaautoagregacióna valoresde pH in-
ferioresa 6, procesoque estárelacionado

con cambios en su estructurasecundaria.
Si ademáshay unaconcentraciónde Ca2~
de ordenmilimolar, la autoagregaciánde
la proteínaseproducea valoresdepH ma-
yores. Tambiénhemosvisto que la SP-A
induce,a pH ácido, la agregacióndevesí-
culasque incluyenen su composiciónfos-
folípidos ácidos,pero no lo haceconvesí-
culasneutras,aunquesí seunea ellas. La
diferenciaen la interaccióncon vesículas
ácidasy convesículasneutraspodríaestar
relacionadacondiferenciasen la estructura
secundariade la proteína.A pH ácido, la
SP-A parecetenerunaestructuramásrica
enlámina I~ que apH neutro,lo que favo-
recería las interaccionesproteína-proteína
mduciendoasí suautoagregación.Al unir-
sea vesículasácidasen condicionesde pH
ácido la estructurasecundariade la SP-A
cambia, indicando que la autoagregación
de la proteínadisminuye. En estascondi-
ciones, las interacciones lípido-proteína
predominansobrelas interaccionesproteí-
na-proteína,permitiendoque cada molé-
culade SP-A seunaa variasvesículas(sin
implicar necesariamentela desagregación
total de la proteína), provocando así la
agregaciónde éstas.Lasvesículasneutras,
por el contrario, son incapacesde inducir
estecambio en la estructuraproteica,por
lo que la SP-A permaneceríaformando
grandes agregadosproteicos donde cada
moléculatendríagrandesdificultadespara
mteraccionarcon distintas vesículasa la
vez, si biencadaagregadoproteicoperma-
neceríaunido en conjunto a unas pocas
vesículas.

La agregaciónselectivade SP-A con
el pH ligeramenteácido del trans-Golgiy
la presenciade Ca2~ podríandesempeñar
un papel importante en su segregación
hacia la ruta secretoraregulada. Una vez
en los cuerposlamelares,la presenciade
fosfolípidos ácidos sería necesariapara
que la SP-A induzca la agregaciónde
membranasquefacilite el almacenamiento
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deIsurfactante,formando las estructuras
densamenteapiladasde los cuerposlame-
lares. Tras la secrecióndel contenido de
los cuerposlamelares,el pH neutro de la

subfaseacuosaprovocaríaalteracionesen
las interaccioneslípido-proteínaque po-
drían estarimplicadasen la reorganizacián
del surfactanteen el espacioextracelular.

3.6
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4.INTÉRACC¡ÓÑSP-A/MONOCAPAS 4.3

INTRODUCCIÓN

En el capitulo anterior estudiamosal-
gunosaspectosde la interacciónde la SP-
A con bicapaslipídicas. Sin embargo,co-
mo se explicó en la introducción de esta
tesis, los lípidos del surfactante presentan
otras estructurasen las distintasetapasde
su ciclo metabólico.Por una parteestá la
mielina tubular, cuya estructura (disposi-
ciónde sus componentesmoleculares)aún
no se conoce;y por otra estála monocapa
en la interfaseaire/aguadel alveolo,la cual
es aceptadamayoritariamenteen la actua-
lidad como la estructuraresponsablede la
actividad superficial del surfactantepul-
inonaren el alveolo.

Estudiosprevios indican que la SP-A
estabiliza la monocapadel surfactantea
bajastensionessuperficiales,y facilita la
expulsión de lípidos distintos de DPPC
durante la compresiónde la monocapa
(Schurchet al. 1992). Además,se ha ob-
servado que esta proteína es capaz de inte-
raccionarcon monocapasde DPPC a pH
neutroy en ausenciade Ca2~ (Tanevael aL
1 995). Con estosantecedentes,nospropo-
nemosestudiarmediantemicroscopiade

epifluorescenciala interacción de SP-A
porcina con inonocapasde DPPC, así co-
mo la influenciade la presenciade fosfolí-
pidos ácidos (DPPG), presentes en el sur-
factantepulmonar,en estainteraccion.

El primer trabajo incluido en esteca-
pitulo abordael estudiodeestainteracción
a pH neutro, que es el PH de la subfase
acuosa en el alveolo pulmonar. En el se-
gundo trabajo el estudio se realizó a pH
ácido,teniendoen cuentaqueel pH afecta
a la estructura,estadodeagregacióne inte-
racciónde la SP-A con bicapas,segúnse
vio enel capítuloanterior.
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Diflerential Partitioning of Pulmonary Surfactant Protein SP-A into
Reg¡ons of Monalayers of DipalmitoylphosphatidylchOlifle and
Dipalmitoylphosphatidylchouifle/D¡PaImitOYIPhOSPhat¡dYIgIYCerOI

Miguel L. F. Ruano,* Kaushik Nag,t Lynri-Arine Worthmarl,t Cristina Casals,* Jesús Pérez-Gil,5 and
Kevin M. W. Keoughtt
Departmento de Bioquímica, Facultad de Biología, Universidad Complutense, 28040 Madrid, Spain, and the toepartrnent of
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ABSTFiACT Ihe ir-,teraction of the pulrnonary surfactant prntein SP-A liuorescently tejed with Texas Red <TR-SP-A) with
r-nonalayers of d¡palmitoylphasphatidylcholíne (DPPC> aná DPPC/dipalmitoylphosphatidylglycerol 7:3 w/w has been investi-
gated. The morrolayers seere spread en aguecus subphases containing TR-SP-A. TR-SP-A interacted w¡th the manolayers of
DPPC te accumulate at the boundary regions between liquid condensad (LO> and liquid expanded (LE> phases. Sorne
IR-SP-A appeared in the LE phase but net irr the LO phase. At intern-,ediate surface prassures (10—20 rnN/ni), the protein
caused theoccurrence of more, smaller candensed derrra¡ns, and it appeared to be exciuded from the manolayers at surface
presaure in the range of 3O—40 mN/m. IR-SP-A interactien
different. The protein did not appear lo either LE ar LO but
distribution vísually similar to that of fluorescently labeled
abservations are cons¡stent with a selectivity of interactian
between LC and LE phase.

with DPPC/dipalmitoylphosphatidylglycerol manolayers was
only in large aggregates at the LO-LE boundary regions, a
cancanavalin A adsorbed ante monelayers of OPPC. Ihe
of SP-A with DPPO and for its accumulation ira baundaries

INTRODUCTION

Surfactantprotein A (SP-A) is themajarpreteinassociated
wibh pulinonarysmfactant,a complexlipid-protein material
that coversthealveolarsurface,reduceste surfacetension
of te air-liquid interface,atad facilitates respiratoryme-
chanics.It is widely assumedthat an interfacialphospho-
lipid menolayererariclaedita dipalniitoylphesphatidylcholine
(DPPC) is mainly responsiblefor te tensoactíveproperties
of lung surfactantarad tat phesphatidylglycerol atad surfac-
tarat-asseciatedproteins SP-A, SP-ls, atad SP-tI are also
required luí the formation and preperdynamics el te
sutfactaratmenolayerira te airseays(Keough, 1992; Kuroki

arad Voe!ker, 1994; Johanssoncf al., 1994).
SP-A is a hydrophilic glyceprotein witb a monemene

molecular mass of 30-40 kDa (ltawgood atad Shiffer,
1991). lbs N-terminal moiety has a cellagera-like sequence,
whereaste (2-terminalportion is like a C-type lectira with
biradirag sites fer carbohydratesatad Ca2~ (White et al.,
1985; Drickamer. 1988). rhe native form of the preteinas
iselatedfrom te alveolar spacesis assembledinto a com-
plex oligemerira which SP-A chaitasare organizedin brim-
ersthroughcoflagen-liketriple-helices,atadsix trimeis fearta

a bouquet-Iikc arraragementsimilar te that of te protein
(2lq frem te complementsystem(Voss et al.. 1988).

Studies ira vitre have shewnthat SP-A irateracts with
surfactantphesphelipidsaradglycesphingolipidsbeth ira bi-
layasarad immobilized en silica gel plateswit a selectivity
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for interactienwith DPP(2and galactosylcerainide(King et
al., 1983; Kuroki atad Akino, 1991; Kureki et al., 1992;
Childs eX al., 1992; tIasais et al., 1993). SP-A induces
phesphelipidvesicle aggregatienira te presenceof tIa5.~
(King et al., >983; llawgood eX al., 1985; Ruano et al.,
1996).Theselipid-binding activities mediatete participa-
tien of SP-A in precessesof surfactantmetabolismira te
alveolar spaces.SP-A, fui instance, is required fer te
getierationir’ vitre of tubularmyelin (Suzuki et al., 1989;
Williams eta1., 1991),a structurethat has beennsseciated
with highly tensoactivesurfactantpreparatiotas.SP-A also
participatesin te regulationof surfactant secretioninto atad
cleararacefrom te alveolar spaces(Dobbs eX al., 1987;
Bates et al., 1994; Wright and Yeumans, 1995) and in
severalactivities associatedwit alveolardefeaseagainst
patogeras(Van Uekle, 1995). In additiora, surfactantcon-
tainingSP-A is mereresistanttan surfactantwitout SP-A
to te irahibition of surfactantactivity inducedby plasma

pretetassuch as frbrinogener albumin (tIeckshuttct al.,
1990; Strayer t-t al., 1996>.

Although SP-A by ibselíis peorat acceleratingthe traras-
fer of surfactantphospholipids tethe aír-liquid interface,it
augmcntsrapid formatienof phospholipidsurfacefilms in
ceoperationwit te hydruphobicsurfactanbprotesrasSP-ls
atad SP-tI (Ilawgoed etal., 1987;Pisenetal., 1990;Scburch

et al., 1992). SP-A sccmsalso te stabilize te sutfactant
monolayerat lewsurfacepressuresauderahataceelimination
of nora-DPPtI lipids during cempressien(Schurch et al.,
1992). Korfhagenatad co-workers(1996)have shewntat
SP-A knock-eutmice can breathe properly arad present
unalteredlung merphology atad ifitaction, suggestingtat
SP-A is notesserrtialfor respiratoryfunctionat least ja the

perinatalstage. Ilewever, in tat studyte miraimal surface
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tension of moraolayersfermedfrom materialextractedfrem
SP-A-detectivelungs was higher tan that of surfactaxat

fromcontrui animaL. Tanevaet al. (1995) haveshownthat
at pl-l 7.4 ira the abseraceof Ca

2 SP-A interacts atad
perturbs pare DPPC monolayers,bat it shews complete
irnmiscibility witb raegativcly chargedmenelayerscern-
posedof l)PPC or a eombiraationof DPPC atad DPPG.

ita the presentstudy we iravestigatedte associationof

SP-A fremthe hypephascwith interfacials’preadrnenolay-
ers of DPPC’ or DPPC/DFPG by epifluerescencernrcres-
cepy(Pérez-Gil et al., 1992a; Nag and Keough, 1993; Nag
eX al., 1996b). Ihe use of fluorescently labeled proteins
allows for te analysis of interactionsof a given preteira
-with dornains or rcgiens of te moraolayer (Grainger eX al.,

1990; Malencyet al., 1995; Nag et al., 1996a).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materiale

[¡pide, DPPC or [he aaaixture DPPC/DPPG(7:3, W/W), were mixed ita
chlnroforrn/aa,elhsasnl (3:1, val/vol), and 1 muí % of NI1D-PC aves in-
clodcd. Moo,olayers wear sprrad by depositing veay eriatail aliqeante of dic
clslnrnhsasss/aaaeth-aasnl solutiotas oza a subphase of 5 mM Tris-l-ICI, ph 7.4,
arad 150 mM NaCí wiíh nr withorar SP-A nr TR-SP-A. Alt subphases were
prepared witla dooblc distilled water. dae secotad distillatiota beitag flotas
diltote poatassion~ pernsang-aaaatc. Aher spreading of a motaolayer, [lic or-
ganiesolveníwss alloaved ter evaporate liar mita. aaad. ita order tea tocilitate
SP-A adsnrpíion lo (he tair-liqotaid itaterface. use aarna,olayer was coropreseed

rapidly <707 rasaw2¡s) tota surthee preesrore nl lO nsN¡rn asad llaca expanded
again [o 0 oasNhss. Aher ta 1 -h peniod, wluich woold Isave allowed Ihr
peaaetratinta eaf [he protein rato rle gas nr gas-liquid cxpaaadc-d coexisterace
pisases (cg.. Msloncy el st., [995), Use snoasol-ayer etas cunapreseed set a
dow spced <20 mnf/s nr ata inicial rateerfO. 13 Á2¡tasnlecrulcjs> al 23 1W.
Al seleeted surfiace presboro-es, a video a-cenrding avas raaade for a 1-mita
period nfhotis NBD atad TR fluoresecrace try switching lloonesccxace folts-r
cno,abñsarioras, TSe osages roblaisaed avere staaiyzed with digital ¡tasage
proceshing osiog [AMA 1.3 software (Jazadel Seictotifie, Sataa Raliscí. CA)
tas discoesed elseavisere (Nsg es al.. 1991; Pérez-Gil ct al., 1992a).

lIso video insages wc-re ohtaiacd wísh a CCI) esra,ers tíasí necords ir)
bíscia asad wh¡te llae risages presetated in Use Ograres have Secta false-
colored lo d¡splsy tlaem tas they appcan lo clac eyc ira <he tas¡croscopc.

Use phospisolipids, 1 ,2-dipalaasisoylphosphatidylcholiuae arad 1 ,2,dipalani-
toylplaosphaíidylglycerol <DPPG) avere porchased ftom Sigma Chetasical
Co. <St. Inois, MO>. Thc flooreseeaat lipid probo l-paltasitoyl-l-{ 1
tailr-ea-2-- 1 3-beraznxndiznlc- l-yl )sraaitao]dodceataoyl}phosplaatidylelanlirae
(NBD-PC) etasfrons Acatad PnlarLipids <Binaaitaghaaa, AIJ. risc flhaores-
cenl-lsbeling chearaical solforhodaraaitae lOt sollboyl ehioride. Texas
Reo1ta(TR), was obtaiaaed frotas Moalecrolan Probes [rae.(Eugerac. OR), tas
wss TexasRed-laheledeoaeataavslira A <TR-conA). Chionofotan atad meda-
anol avere IIPLC grade solveasta fron, Fisiser Seicotifre Co. (Ottawa, eN),
atad Ml ocher retagenis etere asaalytictal grade clicasaicals frotas Merck (Danss-
stedt. Gcrswsrss 1-

Isolation and Label¡ng of SP-A

Seorfaeltoras protein A etas purilied froan poltasoasaay seorlhetarat prepared
froaas poncirie brotachoalveolar lavage tas previously described <Casalses al.,
1989)by seqaseratial butarsol atad oety¡glercnside extraetioras (Casals cl al.,
1993) atad itoned al -- - 200C isa snlutions ial 5 tasM Tris-HCI boifer, pI1 7.4.
Ponity of tSe protein preparatiotas etas rootioo=lyclaeckcd by sodiwas dode-
cyl suífale-polytacsylamide gel eleesTopisoresis smder sedneing corodiliotas
folloeted by Cnorasassic Bine staininga. Sr-A etas quarseitated by asnino acial
atoa]ysisafterisydrolysisnf proteira sanaples ita 0.2 nsl of 6 M HCI cotatairs-
iag 0 H4 <av/e) plaenol lo ceacuased atad ocaled [ubesal 108’C liar 24 la,
folloeted by arstalysis ira a Beehaisata Syslctas 6300 higls per-fnraaaarrce tamarao
asid analyxer.

Fluoresccratly labeled SP-A etas prepared tas fnlloets. Solotioras cafSP-A
lo 5 assM Tris-MCI huffen coataiairg 300—500 gg ofprotein avere adjosted
<o ph 8.0 by addilism nf 50 mM Tris, pl! 8.3. The Iabcliag retaetion etas
ssarted by Ihe additiora nf 1 rssM fR ira metiataisol lo a fitatal SP-A/FR ratio
of 5—6:1 (rasol/mol). Tlac rasixtore etas incohated llar 90 mita ita dsrka,ess al
anuras tensperatore atad [lacasexhsostively dialyzed againsí 5 nsM Tais-HCI.
pl! 74, <o retasnee otareacted fl,aearesceaat rcagent.

Activily of labeled IR-SP-A compared with thaI of tSe native proscias
avasassaycd by teslisag te abil¡ly lo induce aggregstion nfDPPC vesicles
ita [he presetace of Ca2 al 3PC tas desenihed elseaviacre íRotasoo el al.,
1996).

Epifluorescence Experiments

Soarfioce prcsseore-taa-ea aneasureassetats aasd rasienoscopic observatiotas nf
pliospisolipid morsolaycrs avere perfonmed nra ara epiflotaerescetace ratero-
seopie sorface balance, [lic eoaaslroetion tarsd operatiora ofavisicla loase beeai
described elsewisere (Nag cl sal.. 1990; 19911. To forro tasoraolayers. [Sc

RESULTS

Fig. 1 shows (2~2 -depcraderatDPPC vesicle aggrcgation
induced by taativc SP-A and TR-SP-A preparedurider two
different coraditions. lncubation of SP-A wit TR under
mild conditiorrs’, 90 mira at room temperature asad pl! 8.0,
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FIGURE 1 Aggmgatinoa of DPPC vesicles itaduced hy ratative tarad TR-
labeled SP-A ial [he presence of Ca2. DL>PC vesicle suspzaasions(1ro
Sasssple asad Refereasce Cuveltes). ratative SP-A (Sarasple covecte, e-/osma>
e-e-e-ko) sar labeled TR-SP-A (Sarasple cuveete, o~sen srm/ro/e), tarad Ca2’
(Sasrapte arad Refererace cuvettes) etene seqoenlially addcd te 0.5 tasi nf
bullen of 5 raM lnis-1[CI, pH 7.4, 150 mM NaCí, amad 0.5 mM ECoTA ita
Sanaple arad Refencrace cravettcs as designated. Tíse aggrcgatiors assay etas
stanted <en-ovo’) by Ihe addition of Cat+ - Firatal eoneentr.stiotas nf lipid,
SP-A. atad Os2 avere 85 <eg/aaai, 8 gg!rasj, arad 1 mM, rcspcctivcly. Teto
diffcretat tE-SrA balehes avere assayed, ““e labeled al 200C ¡tsr 90 rasin
<npe~o ss,-c/s-s),a,sddic otisen labeled fon 17 is al 40C (open trias-rg/s-v).
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yielded a labeledproteirawith vesicle-aggregatitagactivity
similar to that of raative SP-A. Qn sodiumdodecylsulfate-
polyacrylamidegel electrephoresisunderreducitag condi-
tiens,this modifiedproteinshowcdamain fluorescentbatid
centeredat 35 kDa similar te that of native SP-A(dataraot
shewn). Iracubatiora of SP-A with IR fer 17 h at 40C
produceda modifoed preteitawith higher fluorescenceas
observedin electrephoresisgels buthavitaga lower ability
te induce aggregationof DPPC vesicles (Ng. 1, closed
triangles).Ris decreasein activity is possiblybecauseof
structural alteratiorasira SP-A causedby extensiveaddition
of probe moleculeste amine groups of te proteira. Ihe
milder conditienswere selectedto preparefluorcscentIR-
SP-A fer additienalexperiments.After exhaustivedialysis,
spectroscopicmeasurementsof tbe IR-SP-A samplespre-
paredira this way yielded ara estimateof incorperationof
around0.4 molesof probeper mole of preteitamenomer.

Fig. 2 shows the surfacepressure- - aieaper tnolecule
(11-A) isothermsof DPPC moraolayersspreadon subphases
ceratainingdifferent coracentrationsof IR-SP-A. Ihe iso-
thermsshowedthat increasingconcentratietasof te pretein
in the subphasecauseda progressive expansioraof te
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interfacial DPP(2 film, suggestingthat the proteitais occu-
pyitagsornespaceira te iraterface,or,atleastit isirateracting
witla te phospholipid monolayersutYíciently to perturbte
usual lipid packing. Ml of te monolayersshowed LE
(liquid exparaded)to LC (liquid cendensed)transitiorasas
deducedfromte plateauregiofis ofte isothermsatsurface
pressuresira the rangeof 7—9 mN/m. IlaeeffectofTR-SP-A
era te H-A isotermsof DPPCwas qualitativelyarad quan-
titatively similar te te effect of native SP-A (datanot
shewn) and analegeuste te effect of native SP-A in

DPPC/SP-Amonolayersspreadfrom selvents (Tanevaet
al., 1995).

Microscopic observatiorasof monolayersof DPPC? con-
taining 1 mol % NHD-PtI, ira te absencearad in the pres-
erace of IR-SP-A, showedtypical LE-LtI coexisteracere-
gioras consistíng of dark LC regioras cxcluditag te
fluoresceratprobeandbrightgreeraareasof LE phasesimilar
te tose previously observed ira lipid asad lipid/protein
monolayers(Nag et al., 1991;Pérez-Gilet al., 1992a;Nag
etal., 1 996a; 1 996b).Thetransitienof amenolayerfrem LE

te LtI phaseupen compressioncan be quantitatively de-
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of coradensed (pmbc-exeludíng) tarea (eh ura tite surface po-esture (II) it plolled for diffcrerat proteira conecratralions ira lise subphasc. Data are given tasi ±
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describedaserre of thecerasequencesof lipid/pretein irater-
actioras ira te monolayer(Pérez-Giletal., 1 992a;Nageta).,
1996a; 1996b). At surface pressuresbctween5 asad 30
mN/m, te fluorescentefrom IR-SP-A shewedthat it as-
sociatedwith te fluid phase arad te condensed/fluid
beundariesof te monolayer.IhreedifYerent regionaita te
meraolayercanbedefíraedaccerdiragte te averageinterasity
of fluoresceracecoming frorra IR-SP-A (Ng. 3, Ato (2). LtI
regiorasessentiallylack any IR-SP-A fluorescente,sug-
gestingcither that SP-A does raet associatedirectly with
DPPE? in LC phaseor that IR-SP-A fluoreseeraceis rrot
accessibleira the micrescopewhenthe proteira is associated
wit te tightly packcd headgroupsof DPP(2 conderased
domañas.LE regioras (tose showing NBD fluorescence)
had homogenecusIR-SP-A fluerescenceiratensity,suggest-
ira5 a regulardistribution of SP-A ira te fluid areasof te
monolayer. Firaally, ara intense ring of IR fluorescerace
sunouradedthe DPPtI coraderaseddomríirasira te boundaries
betweenLC arad LE regioras.As te pressuresincreased,te
IR fluorescentethat accumulatedat te beirradariesde-
creased(Fig. 3 A). Quantitativeanalysisof te IR fluores-
cenceiratc-rasity of te differcnt regioras of thc moraelaycr

(Fig. 3 D) suggeststhat te averageIR-SP-A fluorescente
of te LC-LE boandariesconverged to tite fluorescente
iraterasity of te LE areasat surfacepressuresaboye20
mN/m. At tis prcssure,however,te total amountof LE
phasein DPP(2 monolayersis relatively small(Nag et al.,

1991; Pérez-Gil eta).,1992a).
The effect of IR-SP-A era DPP(2IDPPG (7:3, w/w)

moraolayersis shewnira Fig. 4. Fig. 4 A showstypical II-A
isothermsof moraelayersof DPP(2/DPPG(7:3, w/w) cora-
taining 1 mel %NBD-PtI spreaderasubphasescoratairaing0,
0.06, 0.13, and 0.26 gg/rn> of IR-SP-A. Vieseisotherms
aresomewhatsimilar te toseobtainedfor pureDPPCand
DPPtI¡TR-SP-Asystemswith LE-LC plateausalse ira te
rarage6—9 mN/m. lite fluorescentecomning from te lipid
prebe, however, showed a differerat effect of SP-A era
DPPC/DPPGcomparedwit te effect of SP-A oía DPP(2
moraolayers.IR-SP-A did nothaveany sigraificanteffecten
te numberarad size of conderaseddomairasoí te percerat-
ageof total conderasedpitaseof DPPC/DPPGmoraolayersat
aray surfacepressure.lite distributienof IR-SP-A ira tese
phospbatidylglycerel-corrtainiragmonolayerswas also dif-
fererat frem that observedfer te protein ira moraolayersof

DPPC/DPPG (7:3>

TR-SPA
(flmL>

0
0.Ofi
0.13
0.26

40 60 80 lOO

Aí-ea/maIecuUe (WImIc.)

FIGURE 4 (A) lypíeal II-A ioo<hcnms of DPPC/DPPG (7:3, etlw) rnoraolayers corata¡noiaag t rasol 14 NBD-PC spread era stobplsosses 150 mM NaCí, 5 nÚvl
Tnis-HCI. pH 7.4. enralaiasiragtite itadicaled arneunto of TR-SP-A. Niomber (B) arad average ares (Cl of [heconderased doraaairas arad [hepercerat of lotsal
enradensed ares iD) are plotted agsirast soarface presatare (U) for vwioos proteira coraceaslr-atioras ita Ihe subplaase. Valoco are k 1 SD fnr e = [Oimages. Error
bars raní ohoetra are witisira Ihe symbol sizes.
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DPPC alone. In DPPC/DPPG monolayers, TR-SP-A was 
located in discrete aggregates of sizes in the range of 5-10 
q at nearly al1 surface pressures of the isotherm (Fig. 5). 
Almost no TR fluorescente could be detected in either LC 
domains or LE regions. The fluorescent protein aggregates 
were also preferentially located at the boundaries between 
LC and LE regions as deduced Com the comparison of 
images taken fkom both NBD and TR filters (Fig. 5). 

To determine if the distribution of SP-A in phospholipid 
monolayers is specifíc for this protein, we studied the dis- 

tribution of another fluorescently labeled glycoprotein, TR- 
concanavalin A, in DPPC monolayers. Concanavahn A, a 
tetrameric glycoprotein with a molecular mass of 104 kDa 
has lectin activity as does SP-A, but to our knowledge it is 
not a lipid-binding protein. Fig. 6 shows typical images 
obtained fkom DPPC monolayers spread on a subphase 
containing TR-conA at 0.26 kg/ml. Protein Buorescence 
fi-om these monolayers indicated that the protein formed 
aggregates similar in size and shape to those formed by 
SP-A in DPPC/DPPG monolayers. Homogeneously distrib- 
uted protein fluorescente was not detected in either LC or 
LE regions. The fluorescent protein patches also showed 
some preferente for distribution next to the borders of the LC 
domains, although this preferente seemed to be less striking 
than in the case of SP-A in DPPC/DPPG monolayers. 
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DISCUSSION 

These experiments demonstrate that SP-A in the hypophase 
can interact and associate with interfacial monolayers 
formed with the main surfactant phospholipid DPPC. The 
observed association of SP-A with the monolayer could be 
a consequence of the intrinsic affinity of the protein to 
interact with lipids, especially DPPC, as previously demon- 
strated with phospholipid vesicles (King et al., 1983; Casals 
et al., 1993) or immobilized lipids on silica gel plates or on 
plastic (Kuroki and Akino, 1991; Kuroki et al., 1992; Childs 
et al., 1992). 

The presente of SP-A in monolayers of DPPC produced 
similar perturbations in the condensation of the monolayer 
under compression as those described for other proteins, for 
instance SP-C (Pérez-Gil et al., 1992a). The magnitude of 
the perturbation caused by SP-A appears relatively small on 
the basis of mass of protein but could be significant on the 
basis of the molar amount of protein associated with the 
monolayer in comparison with a smaller protein such as 
SP-C (Pérez-Gil et al., 1992a). As discussed previously 
(Pérez-Gil et al., 1992a), the influente of the protein to 
produce more smaller-condensed domains than are seen in 
the pure lipid likely reflects a compromise of forces be- 
tween the perturbing influente of protem in the monolayers 

40 60 80 100 

Mean Areai/Mokcule (A2/mlc.) 

NBD fllter (520 nm) TR fllter (590 nm) 

FIGURE 5 lsothenns (kfr) and typical images (righf) obtained fiwn a DPPUDPPG (7:3, w/w) monolayer containing 1 mal % NBD-PC spread on a 
subphase containing 0.13 p&nl of TR-SP-A. lmages were recorded through filters selecting fluorescente coming either fmm NBD-PC or TR-SP-A 
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mN/m 
10 

14 
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40 

NEO filter (520 nm] TR filter (590 nm) also reposes in LE regions of spread phospholipid mono- 
layers (Nag et al., 1997). The results presented here show 
that SP-A is present in LE fluid regions of DPPC monolay- 
ers, and it accumulates close to the boundaries between LE 
and LC domains. Two possible mechanisms could be sug- 
gested for this distribution: 1) preferential interaction of 
SP-A with the monolayer in packing defects at the LC-LE 
boundaries followed by diffusion of the protein to the fluid 
regions or 2) direct interaction of SP-A with the lipids in the 
fluid LE regions and subsequent segregation and accumu- 
lation of protein at the LE-LC boundaries. Given that TR- 
SP-A was not observed in the monolayers at very low 
surface pressures, alternative 1) seems more likely. The fact 
that the accumulation of SP-A at the LC-LE boundaries in 
DPPC monolayers decreases with the extent of compression 
is most likely because of exclusion of the protein toward the 
hypophase. It could be possible that some protein denatur- 
ation leads to accumulations at the phase boundaries but we 
note also that active phospholipase A, accumulates and acts 

boundaries (Grainger et al., 1990). 
ffect of SP-A in DPPCIDPPG monolayers 

compared with that seen in DPPC monolay 
is di 
lers. 

ffer- 
The 

FIGURE 6 Typml anages obtamed from a DPPC monolayer contammg 
1 mal ‘?? NBD-PC spread on a subphase containmg 0.26 &nll of TR-conA 
at the mdicated surface preasures. Images were recorded through filters 
selectmg fluorescente coming either fiom NBD-PC or TR-conA. 

resisting condensation and the increasing applied pressure 
that promotes that condensation. The perturbing influente 
of SP-A is seen only in the range of 7~ of about 5-30 mN/m 
(Fig. 2). Above that pressure, SP-A is primarily squeezed- 
out of DPPC monolayers (Taneva et al., 1995) or into small 
residual SP-A aggregates in or near the surface (Fig. 2). lt is 
possible that al1 the proteins with ability to interact with 
phospholipids in monolayers will show similar effects on 
the condensation. In terms of its preferential accumulation 
at the boundaries of LC domains, however, SP-A is dramat- 
ically different from SP-C, for example, which shows uni- 
form distribution in the LE phase. 

SP-A is a water-soluble protein that can interact with 
selected lipids. Some of the work on the visual properties of 
interactions between water soluble protein and monolayer 
films has been summarized in Ahlers et al. (1990) and 
Mohwald (1990). For example, a fluorescently labeled an- 
alog of pancreatic phospholipase A, showed selective asso- 
ciation with solid phase domains in DPPC monolayers, 
especially the edges of the solid domains (Grainger et al., 
1990). A fluorescent analogue of the hydrophobic surfactant 
protein SP-C inserts into the fluid LE regions of DPPC and 
DPPUDPPG monolayers (Nag et al., 1996a), consistent 
with exclusion from gel phase domains of different phos- 
pholipid bilayers (Horowitz et al., 1993; Horowitz, 1995). 
Fluorescently labeled SP-B, also a hydrophobic protein, 

protein showed almost no effect on the condensation pa- 
rameters of DPPCIDPPG monolayers. Homogeneous TR- 
SP-A fluorescente was not detectable in LE regions, but 
discrete patches close to the LE-LC boundaries were ob- 
served. This would be consistent with very little or no 
interaction of SP-A with negatively-charged monolayers. 
Similar differential behavior of SP-A was found in solvent- 
spread monolayers of DPPC and DPPUDPPG (Taneva et 
al., 1995), and SP-A interacts more strongly with DPPC 
than with DPPG or DPPC/DPPG bilayers (Casals et al., 
1993). Interaction of SP-A with negatively charged phos- 
pholipid bilayers was completely abrogated at low ionic 
strength (Casals et al., 1993; Ruano et al., 1996), which is 
consistent with electrostatic incompatibility between protein 
and acidic lipids at neutral pH. Electrostatic repulsion be- 
tween DPPG and protein molecules in the monolayer could 
drive exclusion of SP-A to the observed large protein ag- 
gregates into the boundaries between LC and LE domains, 
regions of the monolayers that are irregularly packed that 
could act as “sinks” in which lipid-immiscible molecules 
could most easily accumulate. 

lnteraction of SP-A with DPPC in the monolayer is 
consistent with recent results suggesting that SP-A pro- 
motes accumulation of DPPC in the surface, perhaps from a 
sort of DPPC-rich reservoir below the air-water interface 
(Yu and Possmayer, 1996). 

In spite of the immiscibility of SP-A with acidic phos- 
pholipids, TR-SP-A still goes into the interfacial monolay- 
ers. This could be a consequence of intrinsic surface active 
properties of the protein itself. Severa1 proteins, particularly 
glycoproteins, have been reported to possess such intrinsic 
tensoactive characteristics and can form protein interfacial 
monolayers by adsorption from the subphase (Ahlers et al., 
1990; Heckl et al., 1985; 1987; Mohwald, 1990). We have 
observed that con& an acidic glycoprotein that is not 
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kraown to itateractwit phosphelipids,alse adserbsinte
DPPtI meraelayerswith similar aggregatienataddistributiora
behaviorte IR-SP-A ira DPPC¡DPPGmoraolayers.Ibis
similarity suggeststat tite aggregatienasadaccumulatiorain
te LE-LC bouradarydislocatiorais a nenspecifiepreperty
atadthatenly tire different dista-ibuticí-asof SP-Ain DPPCis
spetifacte tesecompeunds.

Little IR-SP-A fluorescentewasobservedita interiersof
tire dark condenseddomainsof te DPPC menelayers,asad
sornefluorescencewasseeraira te liquid-expandedregioras.
King eta>. (>983; 1986)haveobservedtlaat tire bindingof
SP-Ate liposemeswasgreaterwherate constitueratlipids
were in te gel state tan wherathey were in te liquid
crystallineform. It is o-aotcwertythattere wasraeappear-
anceof the SP-A moleculesat tire DPPtI menolayerraque-
ousiraterfacewhente lipid is strictly ira the liquid expanded
pirase,which is up te pressuresof 3--- 4 mN/m. Only when
condenseddomainabegante appeardid te IR-SP-A np-
pear ita tire interface.Ibis is eerasistentwith its preferential
intea-actierawith gel pItase ira bilayers or the needfor tire
condensedpirase ira monelayers.Whereasceradensedphase
ira ¡raonolayers,gel pItases ira bilayers, arad lipid-exparaded
asad Jiquid-uysta>Iinepirasesart obten consideredte he
rougtoly equivalent,they are raer completelyse. Ihe píes-
seresfor equivalence,fer example,remaira uraderdiscus-
soer. It secmsthat tire SP-Amay be attractedfo tire dislo-
catiorasira tire conderased-expandeddemainaradin gel-liquid
erystalboandaries,as weuld aray protein witir nonspecific
bio-ading (cg., Netz et al., 1996). King et al. (1983) feutad
tItar biradingappearedirighest ira gel staresystemsita whieir
dislocatioras isa packing may have been aítaticipated. Tire
bindirag of SP-A te DPP(2 is specific ita that it hasa different
appeararaceeratirely tan te binding of SP-A te DPPC/
DPPC erof cenA te DPP(2.

Ira cenclusien,tesestudies demerastratethatSP-A irater-
acts aud perturbsDPPC moraolayers,partitieniarginte tire
liquid-exparadedfluid piraseof te phesphelipid,arad aecu-
raaulatingat tire LE-LC beuradaries.SP-A causesno effects
ira menelayersof DPPC/DPPG,te preteinbeirag exciuded
frem bot LtI arad LE regiorasarad being accumulatedras
large preteinaggregatesira tire LE-LC beuradariesof these
rnonolayers.

Tlais etnnk latas beerí sopported by Medical kcscawhCowadil of Caroada
<K.M.W.K.) arad Forado de travestigracioraes Sanitarias de la Seguridad
Súcíal tarad tiasiversidad Coraaplulerase (C.C. a,sd IP-ti.). Coltataoratioax
hetetecra Ctataad¡ata arad Spao¡sis grnops etas facilitated by a Collaborative
Researcis graaat frorra NATO.
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Interactions of Pulmonary Surfactant Protein A with Phospholipid

Monolayers Change w¡th pH
M. L. F. Ruano,t K. Nag! C. Casals,0 J. Pérez-Gil,t and 1<. M. W. Keought~
aflepartamento de Bioquímica, Facultad de Biologia, Universidad Complutense, 26040 Madrid, Spain: and 0Department of Biochemistry
and 5flisoipline of Pediatrios, Memorial University of Newfoundlarad, St, Johns, Newtoundland AlE 33(9, Canada

AESTRACT The interaclion of pulnaonaíy surfactant protein A ~SP-A~labeled with Texas Red (TR-SP-A> wilh monolayers
containing zwitler¡onic arad acidic phospholipicis has been atudied al ph 7.4 arad 4.5 using epifluorescence naicroscopy. Al
pH 7.4, TR-SP-A expanded the ir-A isotherms of film of dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC). It interacted at high
conceníration al the edges of condensed-expanded phase domairís, arad distributed evenly at Iower concentration mío Ihe
fluid phase with increas¡ng pressure. At pH 4.5, 13-SP-A expanded OPPC rnonolayers to a sligtatly Iower extent tiran at ph
7.4. It interacted primarily at tire pirase bourídañes but it did not distribute mio Ihe fluid pirase with increasing pressure. Films
of DPPC/d¡palm¡toylphosphatidylglycerol (DPPG) 7:3 mol/rraol were somewhal expanded by IR-SP-A at pH 7.4. The protein
was distribuled ira aggregates only al tire condensed-exparaded pirase baundaries at ah surface pressufes. At ph 4.5 TR-SP-A
caused no exparasion of tire sr-A isotirerm of DPPC/DPPG, but lis fluorescence was relatively homogeneously distribuled
throughoul tire expanded pirase al ah pressures sludied. ‘¡bese observatioras can be explained by a combination of factors
(ncluding tire preference loo- SP-A aggregates fo enter monolayers at packing dislocatioras arad tireir disaggregation ira tire
p¿-esence of lipid under increasing pt-essure, together witir fha influente of ph on tire aggregation síate of SP-A arad the
interaclion of SP-A with zwilterionic arad acid¡c lipid.

INTRODUCTION

Ihe collectira surfactantproteiraA (SP-A) is, by weight, the
majorproteiraassociatedwith pulmeraarysurfactarat,a lipid-
proteira material rhat liraes te respli-ateryepithelium, te
mairabiophysieal fusactienof which is rereduceihe surface
terasieraat te air-liquid interface of alveoli asad thereby
stabilize tire respiraterysurface. Most of te surfaceactive
prepertiesof siarfact.antareassociatedwith ita phesphelipid
conlponerats. TIte major lipid, dipalmií-eylphospbatidylche-
litre (DPPC) is responsiblefor te ability of this materialto
produce~‘eíylow surfacetensionsat low Jung voimnes(br
a recentreview, seeJelaansseraajad Curstedt,1997). Qíher
phospholipidspeciesof surfactant,includingphesphatidyl-
glycerol (PC), as well as sorne specific hydrophebiepro-
teiras irave a role ira medulatiragtIte pirysical propertiesof
DPPC te allew for rapid asadeeutiraueusforsatatienof DPPtI-
enrichednsonelayersat te air-liquid inteiface of alveoli.
SP-A impreveste adsorptierate te surfaceof preparatiosas
cemposedof te maira surfaeíarttphesphelipids asad tire
hydrephebicsurfactararproteiras (Hawgoed et al., 1987).
SP-Aprometesiraterfacialadserptionof lipid susperasionsira
te preseracebuí raetindic abseraceoftire surfacrasarpreteiras
SP-Barad SP-tI (Schúrclacf al., 1992). Ir’ addition, SP-Ais
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raecessaryfer the fermatienof tubularmyelin (Suzukietal.,
1989; Wiiliams et al., 1991; Kerfhagen et al., 1996), a
uraique structureof surfactaníira te alveolarspaces,wirose
presencecarabe cerrelatedwith high surfaceactivity. SP-
A-defectivesurfactantiselatedfo-orn SP-A knock-eutmice
had impairedprepertiescomparedwith normal SP-A-con-
tainíragsurfactaníwheraassayeduraderlimited ceraceratratiora
conditioras(Korfhageneral., ¡996). Ibis factsuggeststat
SP-A ceuld improve surfaceactivity of surfaetanturader
certain circumstaneessucir as pathologicailylirnited avail-
ability of surfactantor tite presenceof irrhibitory eom-
pounds itt tite airw’ays. Yu and Possnaayer(1996) have
suggestedthai SP-Aprometesforrnatienof DPPtI-enriched
reserveirsattachedte tire surface that woald provide a
mechanismof monolayerfermationdurirag respiraterymc-
chaules.SP-A asadte otiter collectin presesarira sur-factarar,
SP-D, possessseveral activities related te primal-y hest-
defense mecharaismsira tite alveolar spaces(van Golde,
1995; Wright, 1991).

By usingepifluorescencemicroseopywe have recently
observedte irateractienof SP-A menelayersof DPPC,
OPPC/dipalrniteylphesphatidylglycerel (DPPG), arad sur-
factantlipidextracts(Ruaraeetal., 1998a;Nagci al., 1998).
This techraiqueallewsdirectebservatieraof structut-altiara-
sitierasisameraelayerssuchas berweemaliquid-expanded atad
liquid-ceraderasedsiatesarad of fluerescendylabeled pro-
teñrs ña regiorasof tite monolayer(Móhwald, 1990;Pérez-
CII et al., 1992; Nag ci al., 1996—1998).SP-A associates
with fluid regiosasof DPPC moríolayers, buí accumulatesar
beundariesbetween fluid arad condenseddemairasunder
conditiorasof pitase coexistence(Ruano el al., 1998a). Ira
DPP(2/DPPGmenelayersSP-A is effectivelyexciudedeven
frem fluid regioras (laneva et al., 1995; Ruano et al.,
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1998a), accumulating in aggregates at boundaries between 
fluid and condensed regions. This immiscibility has been 
explained as resulting from electrostatic repulsion between 
lipids and proteins at physiological pH (Ruano et al., 
1998b). Preferential interaction of SP-A with DPPC in 
comparison to acidic phospholipids has also been detected 
in phospholipid bilayers (Casals et al., 1993). The prefer- 
ence for DPPC could be the basis for SP-A-directed mech- 
anisms of interfacial DPPC enrichment. 

40 60 80 100 
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FlGIJKE 1 Typical 11-A isotherms of DPPC monolayers containing 1 
mol % NBD-PC spread on subphases of 150 mM NaCl, pH 4.5 in the 
absencc (closrd s~vnhols) or presente (opw .~,vmhok) of TR-SP-A at 0.13 
&nl. 

During inter and extracellular traffícking SP-A is likely to 
encounter milieus in which the pH might vary from -5.5 to 
-7. Changes in the environment from neutral to acidic pH 
would be expected to potentially modulate SP-A interac- 
tions with lipids because of effects on protein change. A 
recent study has shown that an acidic environment induced 
changes in the structure and lipid-binding properties of 
SP-A in bilayers (Ruano et al., 1998b) with the maximal 
effects being reached at pH 4.5. At that pH, the protein was 
able to bind to both neutral and acidic phospholipid vedes, 

but the occurrence of SP-A-induced membrane aggregation 
was critically dependent on the presente of negatively 
charged lipids. To better understand the nature of and to 

DPPC/SP-A 

pH 4.5 

NBC TR fllter mtVm 

8 

FIGURE 2 Typical mmages obtamed 
from DPPC monc~layen contaimng 1 
mol % NBD-PC spread on a subphase 
containing 0.13 pg/rnl TR-SP-A at pH 
4.5 (kfl) or 7.4 (i-i@). lmages were 
recorded through filters selecting fluo- 
rescence from either NBD-PC (gwen, 
emission maximum at 520 mn) or TR- 
SP-A (red, emission maximum at 590 
nm) at the indicated surface pressures. 
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vistralize the interactierasiravelved in te asseciatioraof
SP-Awirh surfactaratfalms, tite fercesdriNiríg fermationof
SP-Adomairasatte iraterfacearadte raatureof pH aradlipid

cempositionenSP-A self-aggregaiion,we havestudiedtire
interactieraof SP-A with surfactararpitespitelipid menolay-
ers ar acidic pH by analyziragrite asseciatienwith arad te

location of tire pretein ira ~witteriera1c (DPPtI) or acidic
(DPPC/DFPC)moraolayersusing epiflueresceracemicros-
copy. Ibis would allew direct visual examitaatioo-aof tire
hypothesis(Ruanoet al., 1998b) tlaat asseciatienof SP-A
wit aniosaic lipids ar low pH ceuld reduceits aggregatiora
siate.Becausetire maximnal effects of suchcharageswere
seenat pH 4.5 ira theprevirauswerkwit bilayers(Ruanoet
al., J998b), we have selectedtat pll aleng with pH 7.4
(Ruano et al., 1998a) te makerelevant cempariseus.It is
netedalse tirar interactierasin rite extracellularmilieu are
impertarat. Whíle te pu of tite aqueouslining layer or
hypophaseira tire alveoli is neutral (Nielsoraetal., 1981), it

canbecerasrevcly acidic in sorne patitological conditions,
sucir as ira laydrochloric acid aspiratioratrauma (Eijkirag et

al., 1993).

EXPERIMENTAL

Materisis

Tise lipids oaed isa <he expcnirsaetats of tisis stody, 1,2- dipairaailoylpisospisati-
dylcisolirae <DPPCV) arad1 2-dipahasitoylphosphatidyiglycerol(DPPG),etere
frotas Sigraaa Chemical Co. (St. Louis, MO). The flunrescent lipid prolse
l -palraaiíoyl-l-{ 12-k7-raitro-2 1,3.betazoxadizole-I-yi)atasitao]dndecaianyl}
phosphatidyichoiirac (NEO-PC) etas fmraa Avantí Polar Lipida (Birarairag-
isana, AL). The fluoo-eacentiabelirag chemicalsulfoo-hodaraaitae101 solforayi
chino-ide, TexaaRed (TR), etas oblajoed froras Molecular Probea bac.
(Eogeríe, OR). CVhlorofntaaa arad raaethanol etene HP1,CV grade solvetata froraa
Fisiser Seicratifie Co. (Ottawa,eN) amad ah other reagetata etero.- ataalytical
gradechemicalafrotas Mervk (Darsaaatadt, Genaaatay?>.

Isolation and Iabeling of SP-A

SP-A etas porifred finan pulrtaoraao-y sorfaclarat preprd [ñataspor-cine
brotacheoalveoltan lavage tas previonaly deacribed <Casals el al., 1989), by
sequematial butaraní arad octylg]oeora¡de extrtctioras (Casals el al., l993), asad
stnred ¡o solotiora of5 mM Tris-ECl buifer. PH 7.4, al —200CV. Purity ofUse
proteira preparatinras etas rooliraely checked lay SOS-PAGE urader redocirag
conditierras folloeted by Coorasassie Bluc stairaitag. SP-A etas qoaratitated by
arsairro acid analysis taller taydnolyaia crfproteita saraaples isa 0.2 rral of 6 M
ECl coratairaiaag 0. l% <et/v) piseraní ira evacuated arad sealed [ubesat t08~C
fian 24 h folloeted by ataalysis ira a Ecckraatara Syslcm 6300 Higis Perfor-
rasarace asaaitao acid asatalysis. Flraor-eacently labeled SP-A etas preptared tas
previoosly deserihed <Roano el al., 1998.4.

Epifluorescence experiments

Sorface presaure-arera aneasoremetata arad mieroacopie obseo-vatioras of
rssnraolayera etere perforrased on ma epifinoreacetace micseascopic sorface
balance, <he constroctiora and operatiora nf ethich isave beera desco-ibed
elseethere (Nag el al., l990, 1991). Phosplaolipid raaoraolayera ixícludirag 1
raaol 14 NBD-PC etene fonaaed on ao.bphases da did no- did nnt corataira
SP-A as previooaly deseribed <Roamao et al.. 1998a). Moraolaycrs etere
spread by dep;asiling raliquota of ehloroforras/mellraraol aolotiorat nf tise
¡¡pida nra sobphases enratairairag tSOrnM NaCí, adjusted lo pH ofejí-her7.4
err- 4.5, ira tise absetace nr presetace of IR-SP-A 0.13 gg!ml. AII subphaaea

etere prepared etitis double-diatilled etateo-, [he acarrad distillatiota beisag
frotas dilute potasaitona perraaatagaraate. Afta sprcadirag a ra¡otaoiayer [he
orgaraic solveral etas alloeted <o evaporale fon 5 mira, arad te facilitate SP-A
adsnrptiota <o tlae air-liqoid ñaterface, <he moríolayer was coraapo-essed rap-
idly (707 masras2/a) lo a sorface pressure of 10 naN/tas atad <iseo expanded
agaira <nO mN/raa. Afiera lis peniod allowirag for observatiora ofpenetralitara
of[hepo-oteira ñato tire gas nr gas-liqoid exparaded enexisterace pintes (cg.,
Maloraey el al. l995). conaprestiora of Use nsnaaolayer al slnet speed (20
raaraata/serara initial rate of0.13 Á2/taanlecole¡s) al 23 _ PC etas beguta. Al
seleeled sortee prestores, a visual reconditag etas natade nra videotape for a
1-naha peniod fon both NEO amad TR fiunrescerace by aeti<cisliag flonrescence
filler conabiraratioras lo aelect flonrescenee eaaaissiota ira [he proper etave-
leragth range. The iroages nbtairaed etere araalyzed etitis digital imasage
proceaairag usitag JAVA 1.3 software (Jaradel Seictalifre, Sara Rafael, CA) tas
diteosaed elsewhere (Nag el al., l99l; Pérez-Gil el al., 1992).

The video inarages etere oblairaed witis a CCD earaaera, etiricir recorda ira
blaek arad wisite, Tire irraagea prererated ira [he figures have beco fatae-
colored te diaplay tIren as they appean apprnxisaaa<ely <o [heeye ira tite
masacroacope.

RESULTS

Fig. 1 shewstypical compressiensa—A isotermsof DPPC
rnenelayer-sspreadensubpitasesof 150mM NatIl, adjusted
te pH of 4.5, ira tire preseraceor absenceofIR-SP-AatO.13

1rgIml. As observedar raeutral píl (Ruano et a)., 1
998a),

SP-Aexpandedtite isetitermsof DPPtI atpH 4.5, itadicatirag
tat citer pretein itasertiosaat tite air-liquid iraterface or
perturbatioraof lipid paeking by te proteiri, CIV bot, had

occurred. Preteira-ceo-atainingmenelayersalse displayed
clear plateausira tite range of 7- 9 mN/m, indicative of
liquid-expandedre liquid-ceraderasedpitasetransitieras.

A-
a>

cf>
(oa>
u.-o-

<O
t

Cf,

40 60 80 100

Mean Area/Molecule (Almolec.)

FIGURE 3 Typical II-A isníherrasa of DPPC/DPPG (7:3, w/et) mono-
layas cnra<airairag 1 nací 14 NBD-PC spread eta sobpisasesof 150 mM NaCí,
5 asAl Tria-IICI, pH4.5 ita the absence (e-!osed .vvnohoh) (Sr preserace(npec

svnobob) of TR-SP-A att). l 3 gg/raai
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B FlGURE 4 Typ~cal mxiges o - 
tained fiom DPPCIDPPG (7:3, wiw) 
monolayers contdmmg 1 mal % 
NBD-PC spread on a subphase con- 
tainmg 0.13 &ml TR-SP-A at pH 
4.5 (i@) or 7.4 (right). lmages were 
recorded thmugh filters selecting flu- 
orescence coming either from 
NBD-PC @een) ir TR-SP-A (red) 
at the indicated swface pressures. 
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Microscopic images of DPPC monolayers contaimng 1 

mol % NBD-PC in the presente of 0.13 pg/ml TR-SP-A in 
the subphase at acidic pH, compared with those at neutral 
pH, are shown in Fig. 2. Fluorescente coming from either 
the lipid probe or the fluorescently labeled protein was 
selectively recorded hom the same monolayers by switch- 
ing the filters. Our apparatus does not allow, however, for 
instantaneous recording of images at two wavelengths. At 
low pressures there is considerable movement of the mono- 
layer so that tields change more rapidly than filters can be 
changed. Even at higher pressures the time needed to 
change filters, possibly refocus, and collect visual data for 
processing means that fields will have changed somewhat 
for sequential images. The times involved for the changes 
are in the range of 5-15 s. The association and correlation 
of regions of fíelds can be made more rapidly by eye almost 
immediately upon changing the fílters, but images at the two 
wavelengths are not superimposable because of monolayer 
movement between thc acquisition of the images. 

The association of TR-SP-A with DPPC monolayers at 
acidic pH is similar to that observed at neutral pH at low 
surface pressures (Fig. 2). At both pH values the protein 
starts to interact with the monolayer when condensed solid 
domains of lipid begin to nucleate (in the range of 6-8 
mN/m). This observation has been interpreted as a require- 
ment for gel-like condensed regions or, likely, condensed 
fluid coexistence for tbe intcraction of TR-SP-A with mono- 
layers to occur (Ruano et al., 1998a). At surface pressures 
up to 15 mN/m, TR-SP-A fluorescente appeared at acidic 
pH in fluid-expanded regions with increased intensity at 
condensed/fluid boundaries. However, in contrast with the 
behavior observed at pH 7.4, TR-SP-A accumulation at the 
boundaries of the DPPC condensed domains never de- 
creased under compression at acidic pH. Compression up to 
27 mN/m produced monolayers in which nearly al1 protein 
fluorescente accumulated at the perimeters of the solid 
regions, forming fluorescent rings with the shape of the 
condensed areas. 
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PÁg. 3 presentsII-A isothermsof DPPC/DPPG7:3 (w/w)
mosaolayersspreadera subpitasesof NatIl 150 mM, at pH
4.5, ira te absenceerpreseraceof IR-SP-A 0.13 hg/ml. Ira
coíatrastwit tite behavierebservedatneutralpH (Ruaraeet
al., 1998a), IR-SP-A itardly expandedtite isothcrmsof
DPPtI/DPPGmonolayersat acidie pH, suggestingthat at
pH 4.5 tite proteira does not irasert very mucit itato ihe
ncgativelychargediraterface. Micrescopicimagesof tese
monolayersshowdramaticdiffereracesira tite distributieraof
IR-SP-A ira acidic pitespholipid-ceratainiragmeraolayers
(PÁg. 4) comparedwitla rite zwitterionic ones(Fig 2). lite
distribution of IR-SP-A isato DPPtI/DPPGmosaelayersat
acidic pH was dramaticallydifferent te thai ebservedai
neutral pH. At pH 4.5, IR-SP-A appcaredto hemege-
neouslydistribureirato tire fluid erexpandedpitospitolipidat

anysurfacepressureup te 25 mN/m, while it wasexcluded
frem the interior of te cenderaseddomaitas.No selective
accurraulationof IR-SP-A was detectedar the solid/fluid
beundariesor at aray ether lecatien in rite irateiface. By
centrasí,ar neutral pH, IR-SP-A was preseratira DPPtI/
DPPCi monelayersas discrete aggregates,more or less
regular ña size atad distributedpreferentiallyarorarad tite
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condensed lipid domairasat ata>’ sw-facepressw-e.Virtual»’
no pretein flueresceracewas detected ira bot coraderased
demainaarad fluid regioras,iradicatiragcompleteimmiscibil-
it>’ of IR-SP-A ajad acidic pitespitelipidatneutral pH. lite
effect of IR-SP-A era te ceraderasatiosaof te meraolayer
usadercompl-essionar acidicatadneutralpH wasquaratitated
by measuritagtc effectofte preseraceofte proteisaera te
perceratof total condensedareaof te films. Fig. 5 shews
tite ameuníof coradensationupencempressietaof DPPtI and
DPPC/DPPGmonelayersat pH 7.4er4.5 ira tite abseraceer
preseuceof IR-SP-A. lite protein on»’ produceda signif-
icasat decreaseira tite total cenderasatierawben irateracting
with DPPtI naonelayersat neutral pH ajadai surfacepres-
sures ín te rarage 10—30 raíN/m, This effect itas beesa
ariributedte proteira-isaducedperturbationof lipid packisag,
witicit reducescoraderasatieraof lipid (Pérez-Giletal., 1992;
Nagetal., 1997).Similarí>’, ¡Sg. 6 shewstitat IR-SE-Aenly
preduced a clear increase ira tite number-of cendensed
domairasira DPPtImoraelayersaípH 7.4. Similar effectsof
decreasingtite total ameuratof ceradensedareawitíle ira-
creasiragte raurraberof conderaseddomairasitavebeerafeurad
fer hydrephobicproteiras SP-13 arad SP-C ira DPPC ajad

Surface Pressure (mN/m)

pH 4.5

10 20 30 10 20 30

FIGURE 5 Peo-cen< of total coradenaed anca pJotted agairasí aurface- preaaure [nr dillereal moraoJayer-a ita Use abserace (e> asad po-cachee (CV» of TR-SP-A
al 0.13 gg/mI. Valoca are x + SD for o = [0 irasages. Pror L,ars raot ahoetra are within [he syaaahnl sixes.
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FIGURE 6 Depetadence ofUse nomba ofeonderaaed doíasairrs per trame nra tlae sur-face pr-easuw lor diffeo-eta< moraolayers ita <he absence (Si> and pr’esemace
<O> nl- TR-SP-A at t)13 pg/oal. Values are x 2: 513 foro — 10 irratagea. Error btars rao< aheawra tare avitisin tlae syraabol sizes.

DPPGmonelayers(Pérez-Giletal,, 1992;Nag et al., 1996,
1997).

DISCUSSION

We have previously feusadthat fluorescentlylabeledSP-A
associateswith spreadpitospitolipid monelayersat racutral
pH (Ruasao et al., 1998a>. Fearuresof te isareractiesasof
SP-Awitla DPPtI e~ DPPC/DPPGrraonelayersat neutral pl!
correlatedwit previeusebser-vatiorasen tIre irater-actienof
SP-A wirir pirespitelipidbilayersarad meraelayers(King et
al,, 1986;tIasalset al., 1993; lanevactal., 1995; Ruanoet
al., 1996).

Ita tire presentwor-k wc tuve expieredrisc effectof pl! en
boda SP-A distributien ita, andSP-A medificatiensof, rse
conderasationduring cempresgienof meraelayer-sof DPPtI
el- l)PPtI/DPPG. In a recenípaper we sitowed tlaat tire
secendarystrucrureaudaggregatienstate of SP-A andits
interactienwirh neutral arad negarivelycirar-ged pirespite-
lipid bilayersweredependentera pH (Ruanoci al., 1998b).
It was observedtirar SP-A bonodte herir neutralno-íd eaeg-

atively chargedvesiclesat acidic pH. Ibe biíading of neg-
atively chargedvesiclesre SP-Alcd, hewever,te a cirarage
ira tire secoradao-ysiructure of tite protein, wiricir iradicated
tat rhe level of SP-A self-aggregatieradecreasedafterte
interactienof tite lipid atadpretein.

Ira DPPtI meraelayersarneutralaradacidicpH, aggregates
of fluercscent SP-A appearat te liquid condensed/liquid
exparadedbouaadaryregieras,iradicating tat SP-A aggre-
garesare segregatedre tite lipid packing defecrs in tite
menolayer(Ruano et al., 1998a). Sp-A accumulatiesaat

ceradensed/fluidbeuradariesof DPPtI monelayerspersisis
evenarpl-essuresup te 30 mN/m. Ilaeseresulis suggestrhat
pl-eteila/preteirainteracrierasundersucit conditierasaresúen-
ger tIran lipid/pretein isareracrions,pavventing rnixirag of
SP-A wit pirespitelipids. Resultswirh DPPC menelayers
cerrelatewit rireseprevieuslyreponedwit DPPtI bilay-
cus, wirere we sitewedtat te bindiragof DPPtI vesicleste
SP-A at píl 4.5 did not haveany effect era tire state of
self-aggregatioraof tire pretein(Ruanoci al., 199$b). Hew-
ever. tite iraseo-tioraof aggregatesof pretein ita condensed/
fluid heuradariescf DPPtI menelayersni pl> 4.5 caused
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almejarno etfectira both arsaountof retal ceradensarioraasad
numberaradsizeof cesaderaseddomabas.Ihis weuldalso be
a consequenceof nearíytotal segregatienof lipid andpro-
tein aracidic pH.

As previously ebservedtite distribution of SP-A ira
DPPC/DPPGnaonolayersar neutral pH itadicatedtirat pro-
tein was aggregatedasadterewas, effectively, saaruralex-
clusion of pretein arad lipid (Ruano et al., 1998a). Por
DPPC/DPPGrrannelayersat pl-l 45, the distributiora of
SP-A was remarkably differ-ent frem tat at pH 7,4, tire
SP-A being fair!>’ homogeneous¡ydisbursedita tite liquid-
exparadedpitase of te menolaycrs, suggestisagthai te
interactienaat Iewer pJ-l carneabouí titreugir a meredis-
persedfon of SP-A arad tite lipid. litis weuld have oc-
curredbecauselowerirag tire ph would havereducedraega-
uve charge en te preteisa (arad lipid), reduciragmutual
exelusiera.Sincete maximal self-aggregatioraof SP-Aoc-
cur-redat pH 4.5 (Ruanoei al., 1 998b), otiter forces,itow-
ever,rnust alsebe denairaatingtite distriburien of SP-A ira
DFPtI/[JPPG at pH 4.5. Thesefíndiragsare censisrentwíth
tire view tlaat te adserptionof IR-flueresccratSP-A te
DPPC/DPPG,itur norteIIPPC, monolayersrcversesprotein
seLf-aggregatien.Iakerategether,teseresulis show differ-
cnt medesof intel-actienof SP-Awitit monelayersof DPPtI
arad DPPC/DPPGat pH 4.5 arad reinforce tire resulis of
previerassiudiesen tite interactieraof SP-A with DPPCasad
DPPC/DPPGbilayers ni te same pl-!. SP-A is able te
decreasetire ameurríof conderasatioraupeneemprcssienasad
remercasetire numberof cendenseddomairasira menelayers
of DPPC,buí ner ira teseof DPPtI/DPPG,at neutralpH. Ai
acidic pH SP-A did tael affectte ameuratsor numbersof
demainsofeitircr typeof menelayer.Tireseebservatierasare
censistentwith a selectiveirater-acuienof SP-Awit DPPtI,
witieit is pll-depcradent.Perturbatieraof lipid packingwas
alsereportedfor tite hydrephebicsur-factararpreteira SP-tI,
wiricla decreasedte total ameuntof cenderasedareaand
producedmore, smallercondenseddomainja isa monolayers
of cititer DPPtIorDPPC/DPPG(Pérez-Gilci al,, ¡992; Nag
et al., 1996). lite perturbingirafluenceof SP-Aira mosaolay-
ers is more selective,since it is oraly ebservedira DPPtI
monelaycrsat neutralpH. Linder sucia conditiejas,globular
“ireadgroups”of SP-A (cemprisisaglipid bindiragdemairas)
weuldinteracíwit acylchainsof pitespitolipidmesaolayer-s
suffícieratly te petturb te usuallipid packirag. lite perttír-
batieraof lipid packiraginducedby SP-A ceuldbe importarat
fer tite selectiveisasertienof DPPtI liste te monelayerat
low compressiorarates (Schtircit ci al., 1992; Yu asadPos-
so-nayeí-, 1996>. Yu asadPessmayer(1996) suggestedtitar
SP-Aceuldfon bridgesbetweente iraterfacial meraolayer
asadsubphasebilayers,contributingte tite establisirmesarof
a sur-factararsur-face reser-voir. Ira additiora, it was recenrly
shewedthai SP-Amediatestrarasferasadexehangeof pitos-
pitelipidsbetweerate eulermenolaycrsof membrasaes(tIa-
jal ci al., 1998). Iakirag into accetaníthaI SP-A selectivity
irateraciswit DPPtI-ricir bilayers (Casalsel al., 1993)arad
monolayca-s(Ruanoet al., l998a)at neutralph, it weuldbe
pessiblethat coratactsmediatedby SP-A berwccntire mier-

facial monolayerasad subphasebilayers are imporrant for
repleraisirmeníof DPPtI ira te mosaolayeral physielogica)
pH. lite ph dependenceof tire inieo-actieaasof SP-A wiih
lipids may alsoirave impací era tIre processingof surfaclaní
ira tite eradecyticpathway(Beers,1996).

lisis wonk etas fonded lay Fondo dc Isaveatigacioraes Sarailarias de la
Seguridad Social asid Coraautaidad dc Madrid (<o C.C. arad I.P.-G., po-oiecls
08.3¡00l0/98 asad OIB/0016/1997) atad <he Medical Researcis Cormeil of
Canada (<o K.M.W.KJ. Collaboration beteteeta Cataadian and Sparsiala
laboralorica has lacen facilitated lay a NATO Collaborative Research gramat.
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4.4 4.JNTERACCIÓNSP-A/MONOCAPAS

DISCUSIÓN

Los experimentosrealizadosdemues-
tran que, a pH neutro, la SP-A porcinase
une a monocapasde DPPC y altera su es-
tado de condensación.Su distribuciónen
la monocapaes distinta a la de las proteí-
nas bidrofóbicas del surfactanteSP-B y
SP-C(Nagetal. 1996,Nagetal. 1997), ya
que tiendea acumularseen los bordesen-
tre los dominiosLC (liquido condensado)
y LE (liquido expandido).Esta distribu-
ción parecedebersea que la SP-A interac-
cionacon la monocapapreferentementeen
aquellaszonasdondehay defectosde em-
paquetamiento,como los que se forman
entrelos dominios LC y LE al comprimir
la monocapa.Posteriormente,la proteína
difundiria desdeestosbordesa las regio-
nesLE.

La presenciade DPPGen la monoca-
pa, en cambio, haceque la SP-A no pro-
duzcacambiossignificativos en el estado
de condensaciónde los lípidos. En este
caso, la distribuciónde la proteínaesdife-
rente.En efecto,ahorano sedetectaSP-A
en las regionesLE, sino que aparecefor-
mando grandesagregadospróximos a los
bordesLC/LE. Es posibleque la repulsión
electrostáticaentrela SP-A (con carganeta
negativaa pH neutro)y laDPPGempujea
la proteínahacia los bordesLC/LE, zonas
en las que, debido a su empaquetamiento
irregular, se acumularíanmás fácilmente
las moléculasinmiscibles con los lípidos
de la monocapa.Esta distribución podría
tenerun carácterinespecífico, ya que he-
mos observadoel mismo efecto paraotra
proteínahidrofilica como es la concanava-
lina A.

La interacción específicade la SP-A
con DPPC en monocapasy bicapas(Ca-
salset al. 1993) podría facilitar la acumu-
lación de este lípido en la interfaseai-
re/agua,favoreciendolas propiedadesten-
soactivas del surfactante pulmonar. Es
posibleque esta acumulaciónse produzca
a partir de un reservorio rico en DPPC

situado debajo de la superficie, como ya
han sugeridootros autores(Yu y Possma-
yer 1996).

En los ensayosrealizadosa pH ácido
hemospodido comprobarque el patrónde
distribución de la SP-A en monocapas de
DPPC es similar al que se observaa pH
neutro.En estecaso,sin embargo,el esta-
do de condensaciónde los lípidos de la
monocapano se ve afectadopor la presen-
cia de la proteína.Esto podríadebersea
que la SP-A seencuentraen estadoagre-
gado a pH ácido,comovimos en el capí-
tulo anterior.

A pH 4.5, la SP-A tiene carga neta
neutrao positiva, con lo que desaparecela
repulsiónelectrostáticacon las moléculas
de DPPGen monocapasde DPPC/DPPG.
Así, a estepH vemosque la distribución
de la SP-A cambiaradicalmente:en vez de
formar los grandes agregadosproteicos
observadosa pH neutro, encontramosque
la SP-A se distribuye homogéneamenteen
la fase LE. Es posibleque esto se debaa
que, en presenciade fosfolípidos ácidos,
las interaccioneslípido-proteínaprevalez-
can sobre las interacciones proteína-
proteína,como vimos que ocurría en el
capítulo anterior con bicapas de igual
composición.En este caso, además,tam-
poco se apreciaunaexpansiónimportante
de la isotermade DPPC¡DPPGen presen-
cia de SP-A, lo quesugiereque la interac-
ción de la proteínacon los lípidos de la
monocapaesprincipalmentede naturaleza
polar, con escasapenetraciónde la SP-A.
Esto último tambiénapoyala observación
hecha en el capítulo anterior de que la inte-
racción entre SP-A y DPPGes de carácter
electrostático.

Los resultadosobtenidosen estostra-
bajosrefuerzanla ideade la existenciade
diferentesmodos de interacción entre la
SP-A y los lípidos en función del pH, lo
quepodríaafectara:



4. INTERACcIÓNSP-A/MONOCAFAS

1. El tráfico, almacenamiento,secre-
ción y adsorcióna la interfaseaire/agua
de los componentes del surfactante
pulmonar.

2. Las propiedadesde la SP-A en
determinadaspatologíasen las que el
pH alveolar se encuentradisminuido,
como por ejemploen el traumapor as-
piraciónde ácidoclorhídrico (Eijking et
al. 1993).
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INTRODUCCIÓN

En los dos capítulosanterioreshemos
centradoel estudio de la SP-A principal-
menteen su interacciónconlos lípidos del
surfactantepulmonar. Sin embargo,tam-
bién hemos visto que las interacciones

proteína-proteínapodríanestar implicadas
en característicasfuncionalesde la SP-A
talescomo la inducciónde agregaciónde
vesículas lipídicas o su acumulación en
gránulosde secreción.Estetipo de interac-
ciones pueden complementarseo bien
competir conlas interaccionesde tipo lípi-
do-proteína.Lo primero ocurre por ejem-
pío en el mecanismopropuestoen el capí-
tulo 3 para la agregación lipídica: tras
unirsela SP-A a los lípidos, la autoagrega-
ción de lasmoléculasde proteínaprovoca-
ría la agregaciónde las vesículas.El se-
gundo caso es el que parecedarse a pH
ácido, donde la presenciade vesículasde

DPPCesincapazde disminuirel estadode
alta autoagregaciónde la SP-A, mientras
que la presenciade vesículasde fosfolípi-
dos ácidos haceque las interaccionesde
tipo lípido-proteínaprevalezcansobre las
de tipo proteína-proteínaresponsablesde
la autoagregación.

En este último capítulo de resultados
sehaninvestigado las característicasde los
diferentes modos de autoagregación de la
SP-A, estudiandola influenciade la con-
centraciónde Ca2~, la fuerza iónica, el PH
y la temperaturaen estefenómeno.

(El trabajo incluido en estecapítulo fíe en-
viadoa la revistaEiochemistry parasu publicación
el 27 de septiembre de ¡999, y revisado el 4 de
noviembre de 1999 y el 8 de marzo de 2000. Ac-
tualmente se encuentra en prensa).
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ABSTI*ACi-: Environmentalfactersof pbysielegicalrelevantesuelaaspU, calcinan,jenie strengtasad
tenaperaturecanafteette siateof self-aggregationofsurfaetasarpreteitaA (SP-A).Wehavestudied¡be
secondarystrucrureof difl’erent SP-A aggregatesasadanalyzedibeir fluoresceneecharacteristies.Wc
feurad¡batself-aggregationof SP-Acanbe:a) tIa2~-dependent.Thecesacesatralienof tI? rureededforhalf-
maximalself-association(K

5Co-~25) dependedente presenceof salta.Thus,atlew lonie strengthKOC~+

was2.3 mM whereasar physielegicalienic strengthK5~ was 2.35~tM.Circulardichroisrnasadfluores-
cencemeasurementsof tIa

2~-dependentSP-A aggregatesindicatedtkaat¡beseproteisaaggregatesfenned
an¡beabsenceof NaCí arestmcturallydifferentibantesefomaedisa its presence.b)pl-I-dependesat.Self-
aggregationof SP-Aisaducedby Ht washighly isafluesacedbytepresesaceofsalta,which reducedte ex-
tent of self-asseciatienof te proteisa.ThepresesaceofbotbsaltaaradCa2~attenuatedevenmore¡beeffects
of acidiemediaenSP-Aself-aggregatiesa.e) Temperature-dependent.At 20%?,SP-Aunderwentself-
aggregationat physielegicalbuísaetat lewienic strengtb,ita te presenceof FOTA. Ah of ¡beseaggre-
gateswemdissociatedby citeraddingEI)TA (a) or increasisagpH te neutralpH (b) ci inereasingtem-
peratuíete 37%?(c). Dissociatienof tIa2tisaducedpreteinaggregatesat low leniestrengtbwasaccempa-
nied by anirreversibleloss of borla SP-A secendarystructureasadSP-A-dependentlipid aggregatien
preperties..On dic elberhand,temperature-dependentexperimesaisitadicated¡bar a structurallyisatact
cellagesa-likedomainwasrequiredforejíherCa=*- or Ca2YNa~-itaducedSP-Aself-aggregatienbutsaet
for l-f~-indueedprotein aggregation.

Of ¡befeur Jcnew-sasurfactantpreteina,SP-A is te
mestabusadasat.It is amultifunetionalpaicteisacapableof
binding sevefal ligands including phospholipids,
carbohydratesasad Ca2A asad it belonga te te Ca2~-
dependentlectin family (fer reviews,seeRefs.1 atad2).
SP-Ais alargeoligomerieproteinof appmx.650 kDa,
cempesedof 18 saearlyidentical subunita.EachSP-A
subusait centains an amine-terminal eollagen-like
demainanda carbexyl-temainalcarbohydraterecegni-
fien doanain(CIII)) ¡bat are linked by a merehydre-
plaebiedemain(saeck).This meneineriefosanis about
228 amino ¿<cid long wi¡b an appreximatemolecular

weightof 28,000.Severa1pest-iransla¡iosaalmodifica-

This workwassupportedby Orinal PB98-0769-tI02-Ol
fromCICYT, Grnnt CVAM-083/00I 0fl8 fican Comunidadof
Madrid asad Gíraní PR486/97 7489 fican tIoxnplutense
líniversi<y ofMadrid.

To whnm cor-responderacesheuldtse addressed.
‘Abbreviatinns: CD, circular diehrnisrn;CRD, earbehy-

draterecognataeradeurain; DPPtI, 1 ,2-d4olaniloyl-xn-glyeero-
3-phespheeholine;DPPG, 1 ,2-di¡xrlrnitoyl-sn-glycere-3-¡tos-
pheglycerol;Kw, 5<ena-Voliner dynamicquenchirsgcerastan<;
KÁ’2~ calcinanactivation constaní; 51)5/PAGE, polyacryla-
mide gel eleetrophnícsisin Ihe presenceofsodiunadodeeyl-
sulfate; SP-A. -13, -CV, asad-1), surfactantproteinA. 13, CV. asad
D, rcspec<ivcly.

tiesas, includitag glycosylatien, sulfatiesa asad hy-
drexylationof prolines,resultin amonemerieprotein
of heterogeneousmolecularmassrangingfmm 30te 40
kfla. Thefunclienalfosanof SP-Ais assembledtreugla
interactiensita ¡becellagen-likedomaininto a cemplex
ectadecanaeriestructure, which resemblesa floral
beuquel,wherete amine-tearninalasadpa11 of colla-
gen-likeíegiensfensaa comanesastalk.

Nearly all alveolarSP-Ais complexedwitla phos-
phelipids.TheCIII) asadte neekregionareimportant
proteisadomaisasisavolvedisa SP-A-lipid interaclions(3-
4). SP-A preferentially isateractawitb dipahnitoyl-
phosphatidylcholine(DPPC)(5-7), te main surfactant
lipid (1), The interactionof DPPCwith SP-Aleadste
a cenfonnationalchangeen ILe proteisamolecule(6)
asadamarkedprotectionof SP-Afremtrypsisadegrada-
lien (8>. ~Lheinteractionof SP-A with phospholipid
vesiclesinducesvesicleaggregarionin ¡bepo-esenceof

er11~ (6, 8-10), SP-Aalsoinducesaggrega¡ionof
liposomescentainingSP-EorSP-tIorborlahydrepho-
bic proteisas(9). The¿<asociatienof SP-A with lipids
appearsesseratialfor tire conversionof lipid aggregates
fican multilamellar fornas presesatin ¡be execytic
granulete dispersedorderedarrayslcnown ras tubular
myelin(11). misphysicaltrausformationalsorequires
¡hehydreplaobicsuifactantpieteiraSP-EasadCaí* (12).
SP-Aenlaaneesadsoiptiosaof lipids alongte air/hiquid
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inrerface isa a concertedactiesawi¡b SP-E (13). Isa
additiosa,SI>-A aswell as SP-O,anotlaerwater-soluble
surfactantprotein, participaresita lusag-specifichost
innatedefense<14, 15).

The selubilityof lipid-free SP-Aisa stocksolutiosas
changessignif¡cantlywith ¡hebuflerconditioras.SP-A
is insolubleisa physielogicalsalmeat room tempera-
ture, butsolubilizesreadilyisa low bulestrengtlabuffers
(16). Othet-sasadwepreviouslyteusad¡barCa2 induced
arapidself-aggregatienof pig,dogerhuman SP-Aat
neutralpH asadisa Iow ienic strengthbuffers (8, 16).
‘¡‘he Ibresheldcosacesatratioraof Ca2~requiredto induce
self-aggregationof SP-Afrom differeaatspeeieswas 0.5
mM (8, 16). Hewever,¡bepresenceof traceatnountsof
Ca24 wereenoughte induceSP-Aself-aggregatieniii
physielogicaliosaicstrengthbuffers at 37”C (17). lía

additiosa,we recesatlyfemad¡bat SP-Acould usadergo
pH-deperadentself-aggregatienisa tite absexaceof Ca2~
atad saltsisa ¡heplí rasageof 4.5-6.0 (9). me stateof
self-aggregaúenof SP-A¡nayhayoimportanteffectsen
its fusactiesas.SolubleSP-A did not stitaaulatemacro-
phagepreductienof reactiveoxygesabutdid stinaulate
whenSP-A was adheredte a surfaceresult¡ng isa a
muJbvaIenípreseníation (18, 19).

‘lo belter claaracterize¡be processof solf-aggre-
gallenof SP-Awe laaveinvestigated¡beeffectof iosaic
streng¡b,Ca2>,pl! aud temperatureesa¡bis phcneme-
non. The structuralclaaa’acteristicsof difl’eresatprotein
aggregateswere studied by circular diehreism and
fluorescesacespectrescepy.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Isolation ofSP-A. Pulrsaesaarysurfactantwaspro-
paredfr-orn pig er human bresachoalveolar¡¿<vago as
deseribedpreviously (20). SP-A was puritied from
iselatedsurfactantusingsequesatialbutasaelasadec¡yl
glueesideextractiesas<13). The purity el SP-Awas
checked by ene-dimensionalSOS/PACE in 16%
acrylanaideunder redueingconditiosas (50 mM di-
thietlareitel).Quantiftcationof SP-Awas caniedocrby
amino ¿<cid analysisisa aBecknaanSystem6300 l-Iigh
Perfunnanceanalyzer. ‘¡he protein hydrolysis was
performedwith 0.2 ml of 6 M ECI, cosataining0.1%
(wlv)plienol isaevacuatedaradsealedtubes a1 1 08<’C br
24 h. Norleucinewasaddedte eachsanipleasinternal
standard.Experimesatspresentedisa Ibis paperwere
perbonnedwi¡b ar least feur differesatpreparatiosasof
porcineSP-A. Sorneexperin¡esatswere repeatedwi¡b
humanSP-Afrom naultipleergandonor lusags.

SP-A Selj’aggregationAssays. Self-aggregatiosa
assayswere performed at 370tI (unless otherwise
stated)by measuring¡bechangeisa proteinabsotance
at 360 sanaisa a BeckmanOU-640spectrophetometer,
isaducedby ¡be presesaceof calciunajons, 1-1 or low

temperature.tIa2~-dependesatself-aggregatiosaexperi-
mesa¡swere done as describedpreviously (8). me
calebuinrequiresaaeaatfor self-aggregationwasstudied
by tUi-abonexperimosatsñawhich increasingamotinÉof
a cosacentratedsolutienof CatI12 were addedte ¡be
preteinselution(40 pg/rnI, final concesatration)ita 50

bLM EOTA, 5 mM Tiis/HCI butier,pl! 7.4, cirlaerwith
erwi¡hout150 mM NaCí. The absorbaneeat 360 ursa
wasregisteredonceit was stabilizedahereachchasage
of Ca2 coneentration,The bree 2t cosacesatratienj~
eacbpenit of Ihetitratiosaexperinaeníswasestianatedby
a computerprograna(CIIELATOR) (21), which alse
penni¡scorrectiosalcr ioraic streng¡b,temper’ature,píl
atad orber conapetisag iosas. pH-dependesatself-
aggregatiosaexperimesatswere done as previeusly
described(9) TEevaaiatiosaof SP-Aselftaggregatiesaas
¡hepH wasreducedwasstudiedat 370(7, ña¡bepresesace
erabsenceof 5 mM Ca” asadcirber witla er witlaout
salts (150mM NaClor 150mM KCI). pH litrationwas
síartedalneutralpH ñaSmM Tris, 5 mM MES,5 mM
acetatobutYer,pH 7.2, isa ¡bepreseneeer¡beabsenceof
tIatIl

2 and/ersalts. From ¡be startitagpíl, SP-A was
titratedtepU 4.2by additiesaof 1-2 ¡rl aliquetsof 0.05
M orO, 1 M HO sokation,During ¡itration, ¡hemeditan
pH was moniteredwi¡b a micro-pIl electrodo.me
absorbanceal 360 ram at cadapH was registeredonce
it was stabilb~dahercachchangoof ph.To Osad eutif
SP-Awas able¡o usadergoself-aggregatiosaat neutral
pH by lowerisagter-saperature,¡besarsapleasadreference
cuvede were falled with 0.1 mM l-iI)TA, 5 mM
Tris/lítIl, pH 7.4eitherwi¡h orwitheut 150mMNaCí.
Aher 10-misaequilibrationat 200(7,SP-A <30 pglml,
final cesacesatratiosa)wasaddedte ¡be samplecuvette
asad¡be absorbzuacewas moraitoredat 1-misajíatervals
over lO misa. Next, ¡hetemperaturewasraisedte 37%?
atad rEoabserbancewas recerdedagain. In o¡hersetof
experimesats,self-aggregatiosaof SP-Awasstudiedas
a fusadtionof temperature.The tenaperaturewas lew-
credfrem40«tI te ¡50(7 or raisedisareversoerder. ‘f he
absorbasaceat 360 nm was registeredonce it was
stabilizodahercadatenaperaturechango.

Phospholipid Vende Aggregation Assay. OPPC
vesicleswero proparedña abuifor containing150 mM
NaCí, 5 mM ‘fris/HCI, pH 7.4 by sonicationas de-
seribedpreviously(8, 9). DPP(7vesiclediameterat
370(7 detenniraedby quasielastielight scatterisag,was
aromad130 sana.

Thevesicleaggregatienassaywas doneas a cosa-
tinuation of (7¿<2 -depesadesatself-aggregatiesaexperi-
ments aher disseciatiosaof proteisa aggregatesby
addition of EOTA. Then, ¡ ,2-dipalmitoylphosphati-
dylclaolisae(DPPC)vesicles(200 ¡xglml) (Iipid/SP-A
weigbt ratie 10:1) wereaddedte bo¡b ¡he sampleand
¡he referesacecuvetteasad¡he turbidity changear360
nna was nionitoredar 1-mm isatervals over lO misa.
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Afterwards, Ca24 (1 mM, final cesacesatration)was
addedte bo¡b cuvettesasad¡be changoisa abserbasace
was meniteredagaita. EDTA was used again for
reversingvesicleaggregatiesa.

CDMeasuremenis. CO spectraweroobtained esaa
JascoJ-715 Spectropolarimeterfattod wi¡b a 150 W

xenosalaxnp (9). Quartzcelísof 1-mmpatlesagthwere
used and ¡be spectrawere rocorded isa ¡be bar-uy.
regiosa(190-260nm) at 50 sam/minscannitagspeedand
at ¡he indicated temperature. Feur seatas wero aceursau-
lated asadaveragedfor eachspectrum.The acquirod
spectrawerecorrectedby subtradtitag¡he appropriate
blasaks, subjocted te neise-reductiosaanalysis asad
presentedas molar ellipticities (degreescm2d’nef1)
assuminglíO Oaas ¡be averagemolecularmassper
amisaeacidresidue.At leaM 3 indepesadentpreparatiosas
of SP-A weremeasured.Final SP-Aconcesatratiosawas
80 ¡ág/ml. Measuromesatsat acidic erneutralpH wore
doneisa 5 mM acetatebubfer, pH 4.5, or isa 5 mM
Tris/HCI bufl’er, pIzí 7.2, respectivelywith or witheut
ei¡borNaCí or Ca2~~.

Fluorescencemeasuremenis.AII fluorescenceex-
perimentswerecarriedout esaa Perkin Elmer MPF-

44Espoctrotluorimetereperatedisatite rallemodoasisa
(6). Celís of 0.2 cm optical-pa¡bwereused.The slit
widths were 7 r-am and 5 nm for ¡be excitatiosa and
emissienbeams,respoctively.Fluorescencespectraof
SP-A weromeasuredat 20~Cor 370(7 ita 0.3 ml of 5
mM Tris/lICí buffer, pH 7.4, ni ¡he absenceer ¡be
presesaceof either5 mM Ca24or 5 pM Cail 50 mM
NaCí. ‘¡‘he fmal preteisacosacesatrationof SP-Awas isa
(he rango 6.7 te 10 bLg/ml. The blasaks andprotein
sampleswereoxcitedat 275 msafermoasuringChetotal
proteinfluerescesacespeetrumerat295 ramteprefer-
entially excitetryptophanresiduos.Emission spectra
worerecordedfrem 300 te 400 ram.

Thc changeita fluorescesaceemissionintonsity of
SP-A uposaaddition of millimolar cosacesatratiesasof
Ca2~ was done as fbllows: fírst, ¡be fluorescesace
speetrumof SP-A(2 ¡rg> at ata excitatiesawavolengthof
275 ramwas recordedira 0.3 ml of 5 mM Tris/HCl
buffer,pIl 7.4,5 pM Ca2t,citer with orwi¡bout 150
mM NaCí. Subsequontly,¡he titrationexperimesarwas
startodby addingisacroasingataieuntsof a cosacentrated
solutiesaof CaCl2 te (heproteisaselutiesaita tite cuvette.
The bluorescesaceisatesasityreadisagswerecorrectedfor
¡hedilutiosacausodby aliquotaddition. The changeita

fluorescenceemissiosaisatesasityof SP-Aen additiosaof
NaCí was asaalyzedas describedbefore isa 5 mM
Tris/UCI, pH 7.4, 5 ¡tM Ca24 citerwith orwitheut 0.1
mM BOTA.

Quesachisag exporimerats by acrylamido wore per-
formod ar an excitatien wavelesagth of 295 nm te
preferentiallyexcitetryptophanresiduosaxadte reduce
tite absorbanceby acrylanñde.‘¡‘he quonchitagexpon-

mesatswerecaniedoutasfollows: SP-A (7 ~ig/m1)was
addedte ¡be col] cosatainisag5 mM Tris/HCI buifer,ph
7.4, wi¡b en wi¡bout either 2 mM Ca2’ or 5 ¡íM

2+
Ca /150mM NaCí.Alen 10 misaequilibratiosaat20~C
¡be spectrum of Sp-A was rocerded. Afterwards
aliquots fr-em a stock solutienof aerylamideisa water
wereaddedte ¡be proteisasolution asad fluorescesace
spectrawere recorded.Ihe values of fluorescesace
itatosasityat 330 sar-sawerocorrectedfor dilutiosaarad¡be
seartercontributionderivedfremacrylamide¡itration of
a blasak. Ira additiesa,asa isasaerfalter concedenfor ¡he
abserbasaceby acrylamidewasdone.This corredtiesa
factorwas determisaedaccordisagte ¡beequatiesa(F. =

It., ío<~~> (22) isa which F~ is ¡be corrected
fluerescesace isatensity, ~m is tIro measuredfluorescesace
intensityalencorrectiosafor scatteaisag,asadA~ asadA.,~.,
are¡he absorbancesmeasuredat ¡beexcitatienwavo-
leng¡b(295 ram) asadat te omissiorawavelesagtb(330
nm),rospoctively.Theabserbasaceof tite sampleswas
measuredahereachadditiosaof aerylamideby usisaga
Beckman 0(1-640 spectrophotometer.

Quesachisags¡udiosweroasaalyzedaccordingte tite
classical Stern-Voliner equation for cellisional
quesaching(23):F

0/F= 1-4- KSV[Q] , whereF,andPare
tIre correctedemissiosaintensitiesita tite absesaceand
presenceof ¡be quencher[Q],asad K,~ is ¡be Stem-
Velmerdynamicquesachingconstant.K,. valueswere
calculatedby ¡beregressionof ¡beinitial linearportien
of ¡he Storsa-Volmorplot.

RESULTS

Fifecí of¿onie streng¿hon Ca
2~-dependentself-

aggregationofSP-A. Figure 1 A shows¡hatadditienof
SP-A (50 gg/ml) te 5 mM Tris/HCI buifer, pH 7.4
containing 150 mM NaCí asadmicremolarconcentra-
tiesasof Ca24(5 ~M) resultedni a markedincreaseisa
light abserbanceduete self-aggnegatiosaof ¡bepreterir.
Light absorbaneedidnotchangoalerafiírther additiosa

2of Ca + (5 mM, fmal cesacesatratiosa).The additionof
BOTA (10 mM) reversedcompletely ¡be process.
Purthermere,¡be presenceof EOTA (1 mM) ira ¡he
buiferprevesated¡be self-aggregatiesaof SP-A occur-
ring at physielogical ionic strengthand micromelar
conceratratiosasof Ca24 (datanot showed).Figuro 1 A
also shows¡hat isa ¡be absenceof NaCí, SP-A did not

2*aggregateunlessCa was addedat millimolar cosacesa-
tratiosas.Theextesatof Ca2~-depesadentself-aggregatiosa
reachedatlow ioraic stresagtbis higbertIran ¡bat reached
arphysiologicalionic strength.Figure 1 3 aradtI show
lite calciumdependenceof tite self-aggregationprocess
of pig SP-Ain tite absesace(3) asad¡beprosesace(tI) of

2+

NaCí. TIro Ca adtivatien cesastasat(KaCV~fl fon self-
aggregatiesaof pig SP-A dependedesa¡bepresesaceof
salts,At low ieraic strengtb¡he coneentrationof Ca
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¡-equiredbor halbmaximal self-associationwas 2.3 ±
0.2 mM as previeusly reperted<8). Isa cosatrast,ar

physielogicalienic strength,K»2> was2.4±0.5 uM.
TIrus, tite presesacoof salts drasticallydecreasedtite
cenceutrationof Ca2 requinedte set cnt tlts process.
Te bisadcuí ~hethertite effectof ionic stncngthunCa>~
deperadenísc1I~aggregationof pig SP-Aeccurredalso
isa ciber SP-A species,we repeated¡be expenimenís
wtia hurnasaSP-A isolated from mulliple organdesaer
Iungs. lite (?a2f cencesatratiosaVer half-maxinaalself-
aggregariesaof humanSP-A was 3 ±0.1 mM al low
ioílic s¡reragthatad12±1.8 iM al physiolegicalionic
sireragt.

1 aCURE 1: Ca>’-depesadcntselÑaggrcgationof
1,,rcuieSP-Ain

tite prcserr-ccasad¡he absenceof NaCí.A, Kinetics of Ca
2 -

depesadenísclb-aggregafiosaof SP-A. SP-A (5<) ¡tg/ml) was
addcdto ¡he samplectívet¡e filled xvith 5 ~tM Ca”. 5 mM
Fñsi’i ICI butier,pIl 7.4,cilber xxiffi (selidcirclos)or withou¡
(oponcireles) 150anAl NaCí. Thc turbidily chango¿sI 360 rna
wasmnonitoredat 37%?al 1-aúnintervals.Aftcr stnbilization,
5 usAl Ca2’ (fanal ceaaeenlration)wasaddedkabethlite sample
ausdreberencecuvelte asad Ihe Iurbidity changosmenitored
again. Addition of 1Y1)TA (lo mM. fimil concentratien)
eemplctclvdissecizatedSP-A aggegatesinduccdby ejíherCVI’

or CVzs’/NaCVI. E, CValcium depender-aceof SP-A seff-
aggregatieíaira Use-abseneeof NaCí (‘ Cr-ilcium depcndesaecof
SP-Asclt2aggjcgra(iosaisa Ihe presenceof 150 mM NaCí.IraE

andO, lIso fanalcosaccntaxstionof SP-A‘vas 40 xg/mi. B.xpori-
meíatsweredoneal 37%?.A representativoexperúsaeníoffeur
expcrimeaalsBern loordillércsalpreparatiosasofporeilseSP-A
is slsowra.

Figure 2 A shewsfluerescesaceemissiosaspeetraof

porcine SP-A isa its saesa-aggregatedlbrm arad isa its
aggregatedfosanisaducedby cilber 5 mM (‘=0’al íew
ionie s¡rengthor 5 pM (7k plus 150 mM NaCí. ‘¡‘he
fluorescenceemissiosaspectnarasof SP-Aenexcitatiosa
al 275 is citanactedaedby twe saaaximaal ¿<benI 326
asad 337 sar-u ¿rs previeuslyreportodfon percine ¿md
humanSP-A(611. TIre two maxúnaareblue-shibtedisa
cemparisosate thaI of free tryptepharamedelsystems.
revealingapartiallybuniedcharaclerfon tesefuero-
plaeres. Self-aggregatioísof Che protein isaducedby
cititer 5pM (742+1151) mM NaCíor5 mM (7=010mM
NaO lcd lo a decneaseiii lluorescesaceerníssaosa
in¡esasitywilheut. any shifl ir ¡he wavelengthob ¡be
emiasaenmaxíma. llie ebserveddecreaselis Iluores-
coarteinlcnsity canbeoxplairaedita lentasof changosin
¡he tnyptephanesavironmesal,which probablyimplies a
higher quenchingof Use flyptephanlluerescenceby
polarizablegnoupsin te pneximityof ¡besenesidues.
Tite decneaseisa fluenescenceosaaissiosaintcsasitycaused
by 5 mM Ca2’/0 mM NaCí was sírosager¡bara thaI
causedby 5pM Ca2’¡15<) mM NaCí, isadicaúngamere
drasticchangoña¡hetr-yptepharaeravironrnentwhesabao
proteinis self-aggnegatedalmillimolar ceneentratiosas

ob (7¿<2’ isa tite absoraceof salís.
Aa additioísal cnitenion flor rcvealing slíuctural

changesin bac proteira alicí- self-aggíegationis ¡he
analysisof ¡he accessibilil.yof 51>—A fixaeropitoreste
acrylamide,ata cificiesalneutralcollisional queneherob
indrile -dcaivates,--capable--ofpcrnmraling ¡líe protein
matrix (24). Figure2 fi showsSíersa-Volnserplois of
bac elibel of acrylamido en bluoresconcoota)issaoa
intensityof porcineSP-A, ineasunedisa te presence
asadabsenceof eilher 5pM Ca’/150mM NaCí or 2
mM (7~2’/9 mM NaO. Self—aggrogatieraof 51>-A
markedly isacreasedtite aceessibilhtyof SP-A ¡lucre-
phoneslo acnylamide. 81>-A isa its saon-aggrega¡edbonn

1<
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Figure 2 tI shows¡he flueresceraceemissioraisa-
2

,QrnMta tesasityof SP-A at 330 nr-sa¿rs a busactionof Ca ‘con-
A centratien.At low jonio stresagth,tite fluoroscesaco

emíssion inteoasity of SP-A started te decroaseat
concesatratiosasof (7=0’higiter iban0.5 mM. The chango

ira ¡be fluorescesaceemissienintesasity of SP-A as a
funden ob CW~ migitt reflect te cesafermatienal
changoof SP-Aat difierenílevelsob self-aggregatiera.
Figure 2 tI also shews ¡bat at physiclogical icraic
stresag¡itasadmicromelar cesacentrationscf Ca2~ te

mM aerylam¡de fluoresceraceof SP-A did raot chango as te (7¿<2’

cosacesatratienincreasedita ¡be millimolar rango.Titese
o results suppcrt¡be cosaceptthat onceSP-A was selb-

aggwgatedby naicremolarcencentratiorasof Ca2’ nito
presesaceof salts(Figure ¡ A, (7) ¡beadditienof furtiter

2+amousatsof Ca deessaetinducechangosisa bot rIsc
self-aggrogaticn state asad fiucroscenco emission
-intorasity of ¡hepretein.

- EDTA Figuro 2 II shows ¡he Ilucresconcoeniissienita-
tonsitycf SP-A at 330 ram as a fundieraob NaCí cosa-
centratioraisa¡bepresenceof micremelarcencentratiosas

100 200 of calciuna.SP-Afluoresceraceprogressivolydecreased
mM NaCí as NaCí concon¡rationincreasedretlectingaceraforma-

tional chango cf SP-A at differen¡ le-veIs of self-
aggregatiesaniduced bo¡hby micremelarcesaceratra¡ieras

2.
cf calcium an NaCí. \Vhera ¡be <¿a presoratira tIro
buffer selutiora (5 pM) was ehelatodby additien of
EOTA, te fluorescencoemission isaterasityob SP-A
was little abfectedby increasingiosaic streng¡b.

Figure3 showstite changoira te circulardichroism
spectruinof SP-A as a funetionof (7=0’concerarnation
isa te absonce of salts (Figure 3 A) and asafusactioncf

NaCí ecracoratratieraira ¡be presesacecf 20 bLM Ca2>
(Figuro 3 ¡3). Additiora of (7=0’atceraceratratierasitighor
¡han 0.5 mM ¡o tite proteitasolutiosaled rea marked
doereasoof (henegativoollipticity arad a shifl of ¡he
minimuinfrom 207 ramte 210 msa(Figure 3 A). CO
spectraof SP-Aat Ca24ccsaceratratienshigitor than0.5
mM mustreflect ¡be secondarystmcturecf SP-A at

difieresatlovels of self-aggnegatien.At ceneentratiesas
of Ca2’ lower iban 0.5 mM, ¡boro was a small bur
sigraificantdecreaseof te contnibutionof te 207-mu
mtsaimum te te spoctrunawithout any shift of this

2*
misaimum.At teseCa conceratratiesastitepretoirawas
raetself-aggregated.Tite melarollipticity at 207 ram
(021,,) as a fundieraof te (7¿<2’ coraceratrarionis shewra
isa ¡he insotof Figure3 A. TheCa2’-deperadentdecrease
of e

20, reacheda maiximum al aromad5 mM. On tite
eterharad,Figure 3 13 showsadecreaseof tite negativo
ellipticity astite coracesatrationof NaCI itacreasedira ¡be
presoraceof 20 ~M Ca

24.tlewever,¡batdecreaseita ¡be
CD signalof SP-Awasmuehlessproneuncedthan ¡bat
iraducedby millimolar ceracentrallosasof Ca2 ira ¡he
absenceof salts(Figure 3 A). TIre molar ellipticity at

‘-o>0 • c

,-NaCI

.9
u? “Y
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NaCI
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blutRE 2: Fluorescesacemeasuremesatsob nooa-aggrcgated
asad aggregatedfosarasob SP-A mducedby cita Ca2~or
Ca”a’JaCl.A, Fluorescesaceena¡ssíonspoctraof SP-A esa
exeitaliosaal 275 ram isa theabsenceorthepresesaceofciter
5 írsM Ca2’ or5 ¡iNI tIa2’¿Il St) mM NaCí. Fluorescesace(E)
is exprcssed ha arbitrary usails. 8, Slem-Vo¡merplols of
aquceusquesaclsingby acrylmnide of SP-A. E

0 asad F are ¡he
cerrccted emissiorairatesasiticsal 330 1amha Ihe absesaceasad
thepresesaceob acoylainide,rcspcctively. Experirnenís werc
doneira 5 mM PrisA ICí buflbrph 7.4 (coralrol,opondr-cíes)
wilh or ~ithout citer 2 mM Ca

2’ (solid squares)of 5 bLM
tIa24/150 mM NaCí(seidÚir-nagles).O, Changosisa flueres-
cenceer-nissionisatesasitxobSP-AenadditiosaofCatIl

2. Easad
E0 areIhe conectedfluorescesaceeonissiesaisalensitiesa¡ 330
sanaita ¡he presesaceerIhe rahiesaccofCaCE,respeclivcly.SP-

g~ 2’
A (6.7 ~g/sasl)wasinitially isa 5 Ca 2 mM Tris/IICí
huifa, ph 7.4. ~ith (soidcirc¡cs)orwithout(opondeles)

150 mM NaCí. Ii), Changasha fluorescenceOnssíosa
inlensity of SP-A en additiosaob NaCí. E asad F, are tite
correctedfluorescenceemissiosaisatesasiliesal 330masisate
preseraccor thc absesaceof NaCí. respcclively. SP-A (6.7

wasúaiÚallyhaS¡rMCa
2’2 mM Tris/lítIl buifer, pH

7.4, with (s’olid cireles)erwithout (opesaoir-eles) 01 mM

El)TA. A represesatativeeneof feurexper-iinenlsis showsa.

showeda Iowaacrylamidequenchisagconstant(Ksv=

2.3 M ) ¡han ita jIs self-aggrogatedTorita inducedby
oi¡ber5pM (~a2*/l50mM NaCí(Kw = 10.5 NI’) er2
mM ~~¿<2+ M’). tese¡OmM NaCí (K~ = 16,2 From
rosults it is clear ¡bat ¡be quorachingof tryptophan
residuosby acrylamidowasmereproneuncedwhera(he
proteisaunderwent(7~2 ‘ -dependesat self-aggrogation ira
tite abseneotan ira (hepresenceof salts.
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Seif-aggnegationcf SP-A

207 ram (0207)asa furactionof ¡heNa> conce-tatralionis
showraira ¡beinsotof Figuro3 B.

Figuro 4 A shows¡hat ¡bosochangosisa the sec-
ondarysiructureof porcinoSP-Aproducedby 5 mM
Ca2‘/0 mM NaCí wereraetneversedwbenaggrogatesof
protoisa w-ere disseciatedby additicn of BOTA. Re-
mcving(7~2+produeed additional important changos ita

lite Cl) speetrurnof SP-A. Figure 4 (7 showsthat tIro
additienof OPPCvesicleste tis non-aggregatedforrn
of porcino SP-A after cIselatingC=0~wi¡h ED’FA
(Figuro 4 1-4) resultedira a markedmeneaseir Iight
absorbaneodue te lipid aggregatiera.That vesiele
aggregatiorainducedby dais form of SP-Aat 37%?was
cemplotolyindependentof (7~2’ and irreversible. Thus,

Ftcjuiw 3. Changcs ha Ihe
circular diohroism spectrurnef
porcino SP-A as ca fusaclien of
Ca2” (A) or NaCícencen¡raliesa
(IB). Fxperir-neíats ol Cat or
NaCítitration ~vercperlhnracd¿st
37%?.A, SP-A(8<1 í.tg/ml> wasira
5 mM fris/IICI boifer. ph 7.4.
ir te abseneeobNaCí.¡3, SP-A
(80 ~Ig!ml)wasisa20 pM Ca2>.5
anAl Tris/lIC! buflt~r. pi! 74.
liasets: elliptieily ¿st 207 1am of
SP-A¿ua funetionof Ca?’ (A) er

NaCí (B) cosacentratioív A
represesatalive cric of lhree
expedanenisis shewn.

A

200 220 240 260

Sí
16 EDTA

1 SP-A b

-l0~

os ~
1 5mW k

e
0.00 1 ~ -

Self-ag9rtption

0 10 20 50

cl
1op~’c

EDTA

1--

- e
--It,’>->Veticle Sogreption

20 40 60
Wavelenght (nm> lime (mm>

2’

FícuRsa4: Changosisa thesecesadasystructureobSP-AasadisajIs lipid vesicieaggxegationactivity Mier disseeialiosaobCa -indueed
prolenaaggrcgatcsby additionof flOTA. A, CirculardiebroisanspectraofporcinoSP-A(80 igfml) al 37’C usadordihíer-cnlcesadidorsa:
a> 5 mM Ths/l-1tII huifa, pH 7.4, contahaing0.1 mM BOlA (opon viroles>; 1->) Mier addiden of CiCIz (5 ¿raM Treo Ca

2>) (solió
triaragles);asade)aftaaddilienofEDTA(1 fI mM final coneeratration)(solid squcíres).8, Self.aggregatlen(absorboncechangoal 360
rin) ofporenie SP-Aal 37%?. TIse prolein(40 ¡ig/onl final cosacesafratiosa)wasaddedte tho sar-saplecuvettecoxataining5 mM Ca2’,5
mM Tris/IICI buifer.pH 7.4 (b) Ah”ter stabilization.sclf-ag~egatiesawasrevertedwith flOTA (it) mM) (e). (7,SP-A-induecdvende
aggregataonassaywasperfonned 45 a continuadoraob SP-A selb-aggregatiosaexper-iisaentgivosa isa E. Ihus.SP-Awas ni a saesa-
aggregatedform Mier dissociatiosaofprelcisa aggregatesby additiosa of LIMA (e).Vesicieaggrogationwaspor-fornicósasdeseribed
usador11flxperirnerlal Proecduros’tA representativoereof feurexperisasesaisis showsa.
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Fíaaw.5 ElVecí al?diasociafiosaofCa2>/NatII-inducedSP-Aaggregatesby additionofEDTAentIre secondarystructur-eoftIre preteiri
anden its14id vesieleaggregationacfivity. Circulardiclaroism spectraofpor-cineSP-A(80 bLgmrnl) at37%?usadorditieresalcenditiosas:
a)50 bLM Ca>~,5 mM Tris/HCíbuifer,pH 7.4 (oponcircíes);b) Mier additionofNaCí(150mM, final oonoosatraliosa)(selid triangles);
asade)afier additienof EDIA (solid squares).E, Sejf-aggregalien(absorbar-acecIsasageal 360sarta)ofporeineSP-Aal 37%?.The
proteisa(40 ug/mlfinal ceroentraliesa)wasaddcdtetIre sarsapleetrvetteeontaisaing50 ¡iNI Ca2>)50mM NaCí,5 mM Tris/litIl buifer,
pH 7.4 (lo). Once¡he absorbarcewasstabilizod, self-aggregatien‘vas revertedwitb EDTA (0.5 mAl) (e). C, SP-A-indueed vesiele
aggregatiosaassaywasdone ¿u a cosatinuatiosaof SP-Aself-aggregalienexpeuimentgiven ni 8. Venido aggregationwasperfonned¿<a
deseribodusader“Exper-ir-saentalProcederes”.A representativoenoob feurexperimentoha sIsown.
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Ficuro’:6 l=ffoc<ofNacíosaSP-Aself-aggregatien(A) asadSP-Asecosadaryatrecturo<E)at acidieasadneutralpH iur- tireaboesace
ofCa2’. .4, ph titralion srm-lcdalpI1 7.4 ir, 5mAl Tris/UtIl, 5mM MES, 5 mM acetale,0.1 mM EDTAbujíaeitherwith (solid
circíes)er*atIseut(opondeles) ¡50mM NaCí.Prorsatite startisagph, SP-A(30 pWml) wastitratodby additiosaof 1-2 jil altquots
of0.05 or 0.1 NI ECl solution.During titratiora,tIre mediur-npH wasinor-ritered with a micro-pil electrodo.TIseabsorbaneeal 360
nr-saw45 regislerodal37<’C onceit wasstabilizedMier cachchangoobpH.8,Far-uvcirculardiebreisinopeefraof SP-A(80 ~/nil)
ha 5 mM acclate,5 mM Tris/HCI buiferal sacutral(circ¡es)orneidie(triangles)pH, cititor wilh (sehidsymbels)orwithout (opon
synabels)150 mM NaCí.A representativoonoof fearexperimentois showsa.

nemevitag(7=0’¿<¡so affected tite SP-A property te
aggrogateJipid vesiclesira a C=0~-dependentmanner.

Ira eontrast.Figuro5 shows¡bataddillonof EDTA
teporcinoSP-Aaggregatesfermedisa ¡bepresesacoob

50 bLM C=0~Il50mM NaCí causeddissociationof

preteisaaggregatos(Figure5 ¡3) wiffi little changoita tite
CD spectnnn of SP-A (Figure 5 A). [Iris non-
aggregatodfosanof SP-A ebtainodlay dissociationof
SP-A aggregateswit hUTA wasablete mediato¡be

2+processof Ca -depesadesatvesicleaggrogation,whieh
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Ficuasa7. lZifect ofNaCíasadCatIl> esa SP-Aself-aggregationatdifferesatph{.pH titrationwasdonoal 37%?¿u desdúbedha Hg. 6
either isa Ibe absence(A)orni te presenee (E) of 150 mM NaCí. The sar-saeresults were obtained wilIs KCI. Solid cireles.sao
calciur-sa.Oponcircles,5 mM tIaCh.A represesalativeeneof four expenanesalsha showsa.

eculdberoversedby additioraof FDTA (Figure 5 tI).
Thesenesults indicatod titar aggregationof SP-A
inducedby (?=0~/NaClwas reversibleand ¡bat afien
disscciatioraof protein aggregates,SP-A netaisaedits
abilhty teinducephespholipidvesicleaggregatiosair rIso
presoncocf (7¿<2í ¿mdNaCí.

LffeC/ o//he ionk’ streng/h unpII-dependentseif-
aggregallenofSP-A. Figure 6 A showstite cifra of
loweriragph en self-aggregatienof ¡heprotein ira Che
presencecribeabseraceof! 50 mM NaCí.Ar pH belew
6.0proteisaaggregatienwas lewer in tite prosaicotIran
ira ¡he absoraceof salts.CO spoctraof SP-Aatracutral
andacidieph, isa CheprosaicoobEDTA andcitenx~iffi
erwithour NaCí aroshcwraira Figure6 13. Ar neutralpH
arad atroom temporatune,tite preseraceof NaCI isa the
niediumsaslightly reducedtIre nogadveehlipticity. TIre
changoof pl-! frcm 7.4 te 4.5 lcd te a drastiechangoira
lite CD speotraof SP-A charactonizedby a markod
decreaseof Che negativoellipriciry and a shift of tIre
minimum frem 207 te 209mu ¿u proviouslyreported
(9). Ira ¡heprosesaceof NaCí ¡hechangoof pH frem 7.4
te 4.5 lcd te a less proneunced decroaso of tite negativo
ehhipticity. TIsis ha cosasistontwith ¡he lowerexteratof
pH-deperadentself-aggwgationof SP-Aisa¡bepresence
of salts.

Figuro 7 A slaewstitar ar lcw ionic stroiigth Ihore
xvas a markedaggregarienof te proteira ira (he ph
rango of 6-6.5 previded (7=0wasprosentira millir-saclar
coneontrariorasita agreomentwi¡b previosasresulís(9).
Proteisaaggregaticsawasgreater¿u (hepl1 wasreduced.
Thus,Chorewas a synorgybetweeraII’ ¿md (7¿<2’ era self-
aggregaticnof SP-Aisa ¡he pH rangoof 5-6.5. ínter-
ostisagly,wo shewisa Figune7 13 titar ar physielogical
ionic strcragthtenowasananragoraismbetweeraH’ and
Ca2~ belew ph 6.5. Thereforo, tIre exlorat of pH-

depondentself-aggregationof SP-A waslower ira ¡he
preseraceChanira ¡he absesacocf (7~2± providedphysie-
logical coracontratierascf cirber KCI or NaCí were
prosorarisa¡bemeditan.

14/fra oftempero/uroun .Ne¡f-aggregahoflof SP-A.
Figure 8 A shows ¡hat SP-A undcrwentsolf-aggre-
ganosa¿st200(7at neutralpi] ira Che presosaceof FOTA.
Thisaggreganionprocessroquired¡beprosaicoof NaCí
andwasreversedby iracreasingter-taperaturete 37V.
Wc feusad¡batself-aggregatienof SP-Apnegressis.~ely
inereasedas Che temporaturewasdocroasitagfrom 40~C
te 200(7 providedNaCí was preseratira tite medium
(dataraetshown).‘[he extesarof ¡bis typeof aggregaticra
ha muchlcwerChanthat inducedbyCa>’ er11’. Figure
8 13 shews(hecffoct of dccreasingternpera¡ureera (‘E>
spectraof SP-A. Ita litepresencebutnol ita lite absor-ace
of NaCítenowas a small butprogressivedecreaseof
¡be negativoohliptieity without asayshift of tite mini-
mannar 207 ram.

Figure9 A shows¡bar Irear¡reatniosatcfporcinoSP-
A rosultedira a prenonraceddecreasedof Che negativo
band ar 207 sar-sa wiChout any shift of Chis band as
previotíslyreponedlbn caninoandhumanSP-A (25,
26). TIro íneiarchlipricity at 207ram<0207)asafusactiora
of tomporaturois shcwsaisa tite insorof Figure 9 A. On
lito ciherharad,wohayocalculatedlite molarbraclionob
nativo asad dosaaturcdcollagora ccmponentsof CD
spectraof porcinoSP-A¿u a funetiesa cf temperaturo
insor of Figuro 9A) using ata algorithm devoloped by
Perczoler al. (27), cahlod(‘en-vox CorastraintAsaalysis
(CCA). Decesavolutienof SP-ACI) spectraobraitaedat
different tomporaluresby CCA rcvealslitar ¡hechango
Ira ohhiptieity frer-ra 370(7 te 60~C can be fatied te a
strucruraltransitionbetweontwo componesats,which
closely follews Che denaturationprefile of coulagen.
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Roua.u 8. Fffect of low tempora-
luxe enSP-A selt2aggregaliosa(A)
andSP-Asecosadarystructure(13)
isa ¡he pro soncoofNaCíasadFUlA.
A, Self-aggregriliosa exporimenís
were done sas deseribed under
“1NperimnenlalProcodures”.¡3,Fm--
ev circulardiehroissar-spoeúaofSP-
A (80 ¡ig/ml) wererecordedBern
400Clo 20%? isa 150rraNI NaCl, 01
mNI ILOTA, 5 mM Tris/HCIbuflbr,
pH 7.4. br-set: nielar ellipticity al
207 samsasa furactienob tempera-
toro,
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FIGuRE9. liifect ofheattreatmesatof SP-Aen tIre seeosadaryotrueture oflIso prolein asaden itsself-aggregalienactivity indueedby
eitherCa2>Msa’ or tIa2~ or ItA, Par-uy circular diehreissac.epeetraof SP-A(80 pg/nil) were recordedftom 37%? lo 690<? iii 5 mM
Tris/HCI bubfer,pH 7.4. lnset:NIelar efliplicily at 207sanarisafusaclionoflersaperature(operaoir-tilos). Themolarfraetionofnativo
(niverledsoid triangles) asad desaatured (solidíriangles) cellagen componenísof CD specúaof SP-Aal dilterení le¡nperattrres is also
given. B, Compar-isosaofte kineliesof Ca2~/Na~-inducedself-aggregatienof SP-Aal 37%?ushagdifferesatproleitapreparaliosas
previously heatedfer 10 misa al different teniperalur-vs ni 5 mM Tris/lItIl buller, pH 7.4. SP-Awasceoledlo 37%? beforeassessing
self-aggregatiesaal37%?.C,tIornparisenof te lainetiesof tIri2thadueedself-aggregalionofIsealedSP-A asindicaled isa ¡3. D, Self-
riggregalenaelivily indueedby eilherCa2~A’~ri~ or Cri2~ erit al 37%? perfomied with different SP-Apreparatiesashealed for 10
misaal different leniperatures as hadiesaledisaB. Tite ralo of self-riggregalionwas detensainod~ith erich SP-A preparatien asad
expressedsasa poreentrige of lIso rato observedal 37~C.A represoníritive eneobthroe exporñsaentslo shewn.

TIsis suggosts¡bat títereis no additieraalcosatnibudoraob
cIrangesaffectinge¡herstructuraleomporaentsisa Chat
rangooblersaperature.!rasetcf Figuro9 A iradicates¡bat
¡he midpeint transitiora “melting” tempenaturecf
porcino SP-A was 5 ¡“(7. tIomparablovalues were
feusadfon caninoasadhumanSP-A(26).

Figure 913 asad9(7 sIrowkiraeticsof C=0’¡Na>-and
Cat’-dopendentproteira self-aggrogation at 370(7
respectively,usiragporcinoSP-AprovieuslyIreatedfer
10 mira at differonl tempenatunesatad¡hosa cededte
370(7befororissessingsolf-aggregaticsaactivity. Eotit,

2+ 2+

Ca - andCa /Nca -deporadosatSP-A self-aggregatiosa
wascomplotoly abrogatedwhen¡he preteinwaspro-

heatedat 56~C iradicatisagthat a structurally intact
collagen-likedomani is requirodfer be¡bprocesses.
¡hedenaturatiesatemperatureat which SP-A shewed

Iralf-maxñnal Ca2>-deporadentself-aggrogatiosawas
5Q0(7 ita lIso presenceof NaCí and54”(7 isa its absenco
(Figure90). ThesodatasuggestChalCa2VNat-iraduced
SP-A solf-aggregatienis meresusceptiblete partial
unfeldirag of te collagen-liketriple holical demairaof
SP-AibanCa2’-iraducedself-aggregatiosa.Iraterestingly,
H~-isaducedSP-Aself-aggregatiosawasraot affectedby
partialertotal unfolditagof tite cdilagen-likedomainob
SP-A(Figure9D).
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Self-aggnegationcf SP-A lo

DISCUSSION

C?a2~ and H”-dependernseif-aggregaiíonofSP-A.
It iswoil eslablished¡bat SP-Aself-aggrogatesteform
highon-or-derstructuresira te presesaceof Ca2’ (8, 16)
ermadormildly acidic pH (9). The bielogicalsigr-aifl-
cancoof Chisprocossis unkraewn.Ca2’-dependentself-
aggnegatienof SP-A has typically beesa studiod isa
buffors wilhout physiolegicalsalirse(150mM NaCí)
(8, ¡6). ¡Asador¡beseconditiosas,¡bis pnecessrequires

2+mM cosacontrationscfCa2> (8, 16). TheCa cesacen-
tnation required fon half-maxir-nal self-asseciaticn is 2.3
±0,2 mMfor porcino SP-A and 3±0.1 mMfor human
SP-A. Thosovaluesareabc-ove¡befreo Ca cesacentra-
tenni te alveolarspacoof adult animais(approx. 1.5
mM) (28). The Na> andCVcosacontratierascf¡ho Iung
liquid are similar te plasma (29). Therefono, wc hayo
studied Irore ¡be Ca2>-deperadent self-aggrcga¡ien of SP-
A ita ¡be prosaicoof physiological salino (¡50 mM
NaCí).moCa2’ ceneoratratiesaroquiredte seteutself-
aggregatiosaof SP-Ais highlyreducedat physiclegical
ienic stneragtit.Usador¡bosecosaditiesas,¡be concesatra-
tioncf C=0~requiredfer half-maxinsalsolf-aggregatiesa
is 2.4±0.5¡iM forporcineSP-Aand¡2±1.8¡iMfor
humanSP-A. ira ¡be prosesacoob 150 mM NaCí,ad-
ditiera of highen cosacentraticnscf (‘=0’ (isa ¡be mM
rango) noi¡hor mercases¡be extosatof preteinaggro-
gatiosanor changoste fiuorescentcharactonistiesof
SP-A. Additiosa ob EDIA completely reversoste

2+precossof Ca /Na’-depondontself-aggrogatiora.The
prosonce of FOTAisa ¡be medium prevents ¡hat precoss
at 37”C. Títerofere, NaCí does saot prometesolf-
asseciatiosaof ¡beprotein isa (be absosace of Ca2 ‘at 37(7.

Wc pnevieuslyreporteé¡bat ¡bephospholipidvosi-
cíe aggregatiosaactivity of SP-A ¿riso requirod ¡iM
coraceratrationsof C=0~fon caninoandporcino SP-A(8).
TIsis tinditag was cerafirmedfon oten SP-A specios
(30). Vesicleaggrogatiorasur-dioswore donoal physio-

2’legical iosaic strengtIr. Wc suggost Chal Ca /Na -

dependeratlipid vosicle aggregationis likoly medialed
by 2’/Na’ -inducedself-aggnegatienof te protoimaen
diffenesatvesiclos.Haaspnanotal., (16) suggestod<bat
te precessof lipid aggrogatiorainducedby SP-Acould
be cornelatodwi¡h ¡batof solf-asseciatienof Usepreleira

24eccurriragal supramillimolarconcera¡ratierasof Ca asad
Iew icnic stresag¡h.¡ lowox’er, Chesetwo pneccssesha-ve
veryditfereratnequiromoratscf Ca2’ (8) unlessphysic-
logical cosacosatratierasof NaCí ano presont isa ¡bo
medium.

Circulardichroismandflueroscosacomoasurements
of Ca2’-dopondoratSP-AaggnogatesiradicatoChat¡boso
proteisaaggregatosfennedira ¡heabsencoof N aC 1 are
structunallydiffonesattan<besobormodira its prosaico.
Changosisa te seccndarystnucturo of SP-A, ira te
fluoresceraceemissionmtonsityof ¡beproteinandisatIro

acccssibilityof SP-Ati~tephanresiduosteaclylamide
aremuchmereprosacusacedwhesa¡heproteitauradergees
Ca2’-isaducedsolf-aggregatiosaita Che absesacethanira títo
presenceof NaCí. Ira adéitiema, te extosal of (7=0’-
doposadont seif-aggrogatiesa of SP-A is much higher ita
<heabsesace¡basaisa¡bepresoraceof NaCí.Transmissicsa
eloctrosamicrcsccpystudios (31) indicate ¡bat SP-A
octadecamorshecomecempacled(deseébouquot)ané
(he stembocomesmore deteetablelis Che preserace of

24-
n,illimolar concesatratiosascfCa andira Che absencoof
NaCí. lntoroslingly, whera calciur-sa and NaCí are
prososalira Che msaedium,tho SP-A octadocamornetains
monoob ata epesaed-beuquotsíructuroand ¡bestom is
loss do¡octable. l’hus, (he effect of C=0~esa SP-A
sínucturo appears te be medifaed by ¡be preserace of
NaCí. CempactedSP-A conformaticra haducedby
millimolar ceraceratratiesasob Ca2 ira Che absonceof
NaCí ocuidcentributete ¡befermationcf largor pretoin
aggregatesin cempaniserate a meneepesaod-bouquot
structuro.

Adéitien cf EDTA te C=0’-dependeratSP-A ag-
grogatescausesdissociatienof dieseaggregatesfesaned
ei¡ber ira ¡be preseraceer ira lite abseracoof NaCí,
Hcwox’or, whora¡heprotoin is isa ¡heabsoraceobNaCí,
addiliosaof EDTA leadste a markodless of ol¡ipticity.
Furthensaaoro,SP-A loses lis ability te aggrcga¡elipid
x’csiclesira a (7=01 -deperadentmar-anor.ita ccsatrast,whora
EDTA is adécéte C=0’iNa~-isaducodprotoisa aggrc-
gatos, ¡be nesultirag nesa-aggregatedSP-A hardly
changosits scceradarysíructuroand retairasits vosicle
aggregatienproperties.AIí tegoffier,tosedatanidicato
lite strong offect of tho ieraic streraglh era Ca2’-
deporadosatsolf-aggrogatioraprecessof SP-A.

OraChe otiter hand,SP-A utadorgeosamarkcdself-
aggregatieraas te pH is roducodbelow 6.5. The
protein oraceuntersa mild¡y acidiepH aiorag ils exc-
eytic/ondocylicpaChway(9,32). Acidie ccmparlsnesats
aleng¡bis palhwayIrave millimolar concesatratiosasof
ct asadphysielogicaliosaic strengt.SP-A bocemos
imrsaunclcgical¡yusareactivousadorChosocosaditicras(33)
and its lipid biradirag proportieschanged(9, 34). Wo
showboro that <heprosaicocfsaltsisa ¡bemodiumis a
negulatonyclemesaldefmingte lo-vol cf pH-dependesat
se¡f-aggregatiosa.Ira te presencoof salts (oither 150
mM NaCí or ¡50 mM KCl), (he oxtent of self-
aggrogatieraasa fusacticraof pl-! is reducod,Tho effect
of salts is rIso visible ita ¡be changoira ¡he secondary
stmctuneof Che proteira.Wherabot NaCí (en KCI) and
CaCI

2 aro presesat isa ¡he medium ¡be ¡ex’e¡ of self-
aggrogaticndocroasesoveramoro as tIre ph is roduced
ira Che rango4.2-6,5,suggestingdilforent eifectscfCa”
asadFI” icns era Che proteiraira te prosoracoob salts. ¡1 -
ecuid induce solf-aggnogatiosa ob tho protoin by preto-
nationof Che carboxylgroups,whiehwould reduce¡be
negativosurfacochangoesa¡bepretoixa.Thc ac¡iosacf
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Ca2~ era ¡he prolein ita te preseraceof saltsmighí be
mere specific and not simply related te neutralizatiora of
¡henegativochangodcanbexylgroupsen¡heproloin.

Temperature effect un self-aggregaúon of SP-A.
At physielegicallemperature,SP-A self-aggregaliosa
canbe iraducedcitenby (7=0’en by FI’. Intonostisagly,at
lew tempenatureS¡>-A utadergoesself-aggrogatiosain
titeprosaicoof EOTA al neutralpH providedphysio-
logical salino is prosont ira Che rnedium. Increasirag
temporatunete 370(7 or40”C ro-verses ¡his proeess. Isa
rIso absesace of NaCí, ¡he negativo surfaco charge en ¡be
preloinweuldlikoly preveratpretoisaaggregatioraat iew
temperaturesunjo-sschangostabilizationoceurredisa lIso
preso-saco of NaCí. TIso raegativolychargodCRD rogiosas
of SP-Aweuld approacheachotitormenoeasilywhera
eharge-stabilizatiosaoccurs.TIre saunepnecossweuld
happen as ¡be pH is reducod. The Iread greups of SP-A
would britag cleserlo eachellier. mootloct cf low
tortaperatuneenSP-Aself-aggrogationcanbeoxplained
by adecroasoira solubility. Purified lipid-free SP-A is
solubleira a prosumablynativo ectadocainericfcrm ita
verylew ionic streragffibuffers andneutralpH. Otiter
coraditiosasatiectiragicrilo stresagffi,pH, temperatureen
exon ¡be presence of taco amousats of calcium ita ¡be

proteira solution ecuid load te some type of solf-ag-
gregatioraof te preteinita ¡beaquecusphase.TIre síato
of SP-A solf-aggnegatieneculd accoutat bor some
differencosira ¡heresultsfrom difforont laboratorios.

Iraterostiragly, boCh Ca2>-andCa2~/Na>-dopondent
self-aggnogaticraactivily obSP-Ais completoly inhib-
itedby unfoidingof Che collagesa-likedemainof porcino
SP-A at 56”C. Haagsmanel al. (1990)reportedChal
lipid aggnegritierair-aducod by canino SP-A, ira te
preseraceof Ca2> and saits,docreasedas lemperaturo
isacreasodup te 60”C, indicatingChalanintací collagen
domain may be roquined fon specifacSP-A-isaducod
lipid aggrogation.TIso similartomperaturedoperadence
of betit, self-aggregatieraand lipid aggnegatienproc-
essosalse suppontste cencopt tIrar Ca2~-dopendent
self-aggregaticsaasadSl’-A-iraducedlipid aggregaticn
arorolaledphosaemena.

Fuily assemblodSP-A is a hoxamon of tnimens.
Streragraoaaccvalosatintermoleculanforces ita lite N -

terminalsegmeratasad¡he first pan ob tIrecollagora-like
nogioraof SP-A, asadract in¡orchaindisuifadoberads,ano
te majendotermiraantsob SP-A assombiyin¡e supra-
trimerieoligen~ers(35). l)eoligemerizatiorais expected
te load te less or alterationof bielogical functiera.sof
SP-A (36). Becauseinteractioras botweencollagon
triple helicos are impertaníha SP-A oligemorizalien,
<he fermaticracfsmallerfonuscf SP-Aaflermild hoat
treatmentceulé load te inhibition of seif-aggrega¡ien
and lipid-aggregatieraactivities cf SP-A. Iíewever,it
cannetbe níled out ¡bepcssibiiity tat cellagen-like
demainis irix’olx’ed ira tho procosscf pretoin-pretoin

aggnegalienisaducedby Ca2.
lralereslingly,self-aggrogalieniraducedby H> issaet

affectod by urafolditag of ¡be cellagesa-likedemain
hadicatirag¡batneiter<bis domaitaraeroligomerizatiora
of SP-A is abselutelyroquiredfon Chis type of self-
aggregation. This findirag stroragly suggesls ¡bat H~ and
Ca iens induce SP-A self-aggregatiera by difberenl
mechanisms.TIris idea is additioraallysupportedbyte
fmding ¡bat Che prosaicoof (7=0>/NaCíattaiuates¡he
otloctof H’ ions enproteisaself-aggregation.

Phystolog¡cal Implicaions. SP-A aggregatiera me-
dialed by Ca2’ and NaCí might ha-ve pIrysiolegioal
signif¡canoe since alveolarhypophasecontaisasNa~
(150mM) andCa21 (1.5 mM) ions. Theintoractionof
SP-Awith patogorasenwi¡b its rocoplorsenmacre-
phagesor era lype II celís or lIso abilily of SP-A tu
aggregatelipids has beon studiedusadorteso ionic
cesaditiosas,TIrus, SP-A ocuid itatoract wi¡b diifenent
liganésisa a Ca2>/Na~-do-ponderalself-aggregatedfosan,
whichweuldretaitaanoponed-beuquetstrueture(31).
We suggest(batSP-Abeuradte lipids, carbohydratesen
ccli sunfacesin lIso alveolarsubphasois ira a self-
aggregatedform inducedby physiologicalcencesatra-
tiesas of Ca2’ and NaCí resultitag ni a multivalesat
presontatioraof SP-Alo its ligands.
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5.4 5.AUTOAGRECAdÓNDELA SP-A

DISCUSIÓN

Previamente habíamos comprobado
que la SP-A experimentaautoagregación
en presenciade calcio o a pH ácido (ver
capftulo 3). En estecapítulo abordamosel
estudio de la autoagregación de la SP-A en
condicionesfisiológicas de Ñerza iónica.
En el trabajopresentadoen este capftulo,
hemosobservadoque,a 37 0C en un medio
con baja ifierza iónica, la SP-A necesita
concentracionesde Ca2’ de orden milimo-
lar paraque se dé estefenómeno.Sin em-
bargo,en presenciade NaCí 150 mM, el
requerimientode Ca2~paraqueestoocurra
bajahasta2-15 ~tM.Además,los agrega-
dos de SP-A inducidospor Ca2~ difieren
estructuralmentedeaquéllosinducidospor
Ca2t’Na~, como lo demuestranlos experi-
mentosde fluorescenciay de dicroísmo
circular. Pareceser,por tanto, quela pre-
senciade NaCí modifica el efectodel Ca2
sobrela SP-A. Estosresultadosapoyanlas
observacionesde Palaniyar y colaborado-
res(Palaniyara al. l998a), que observa-
ron mediantemicroscopiaelectrónicade
transmisión que la molécula de SP-A
adoptaen presenciade Ca2~ una confor-
mación más compacta(más estirada)que
cuandohayCa2’ y NaCí enel medio.

La autoagregación inducida por
Ca2~/Na~es reversible.La disociacióndel
agregadopor EDTA da lugara unaproteí-
na conestructurasecundariasemejantea la
queteníaantesde la autoagregación,y con
capacidadde inducir agregaciónde vesí-
culas lipídicas de forma dependientede
Ca2~. Sin embargo,aunquela autoagrega-
ción inducida sólo por Ca2~ se revierte
también con EDTA, la SP-A resultante
pierdedicha actividadagregantede vesí-
culasdependientede Ca24-.

La autoagregaciónde la SP-A que se
produceen presenciade Ca2~ y NaCí Po-
dría teneruna gran importanciafisiológica,
ya queen el alveolo pulmonarse encuen-
tran estasespeciesiónicas esa concentra-
cionessimilares a las ensayadas(Nielson

a aL 1981, Nielson y Lewis 1988). Ade-
más, el requerimientode Ca2~ parala au-
toagregaciónen presenciade NaCí, de
ordenmicromolar,es similar al necesario
para inducir la agregaciónde vesículas
lipídicas (Ruano et al. 1996), con lo cual
esPOsible que hayauna correlaciónentre
ambosprocesos,en el sentido de que la
agregación lipídica esté mediada por la
autoagregaciónde la proteínadespuésde
imirse a las vesículas. De esta manera, la
autoagregaciónen estascondicionespo-
dría serresponsable,al menosen parte,de
las transformacionesestructuralesque ex-
perimentael surfactantetras su secreción
desde los cuerpos lamelaresal espacio
alveolar. Por otra parte, los estudios de
unión de la SP-A a susreceptoresen neu-
mocitos tipo II y macrófagosy su interac-
ción conalgunospatógenoshansido abor-
dadosbajo estas condicionesiónicas, por
lo quepodríaser la forma autoagregadala
formaresponsablede estaspropiedades.

Las salestambiénmodifican la autoa-
gregaciónde la SP-A que se produceen
condicionesde pH ácido. La presenciade
NaCí 150 mM producediferenciasen el
espectrode dicroísmo circular de la pro-
teínaa pH ácido, y haceque la extensión
de la autoagregaciónsea menor (menor
absorbanciaa 360 mn), lo que podríade-
berse a la existenciade interaccionesde
tipo electrostáticoimplicadasen la autoa-
gregacióna valoresbajosde pH. La pre-
senciasimultáneadeNacíy Ca2’ también
haceque la extensiónde la autoagregación
al ir disminuyendoelpH seamenorqueen
ausenciade estassales.Estehecho sepo-
dría debera quedichassalesproducenun
efectomásespecíficoen estascondiciones
depH que el que corresponderíasólo a la
neutralizaciónde residuosácidosporparte
de los iones H4 del medio. Todo esto Po-
dría condicionarlas propiedadesde la SP-
A dentnj de los cuerposlamelaressi tene-
mos en cuenta que estos orgánulos,ade-
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másdeposeerun pH ácido,poseenCa2’ y
fuerza iónica fisiológicaensuinterior.

Por otra parte, la autoagregaciónindu-
cida por Ca2 (pH neutro) dependede la
integridad del dominio colagénico (Ha-
agsman et al. 1990), lo que no sucedecosa
la autoagregacióninducidapor pH ácido.
Esto indica que ambos
regidos por mecanismos
queprobablementeestén
distintasde la molécula.

En resumen,hemos
toagregaciónde la SP-
diversas circunstancias

fenómenos están
diferentes,en los
implicadaspartes

visto que la au-
A se produce esa
siguiendo meca-

saismos distintos, y que la presenciade
NaCí afectaa la formaciónde estosagre-
gados.Esto sepuededebera quelos iones
Na’ y Cl neutralizanlas cargasde la pro-
teína, eliminando de estaforma la repul-
sión electrostáticaentre las moléculasde
SP-A. Así, la presenciade NaCí a pH
neutro facilitaría la autoagregaciónde la
proteínaal dismr-nuír su solubilidad (por

ejemploal disminuir la temperatura,según
hemos visto en este capítulo), y también
permitiría quelos ionesCa2> o H’ produz-
can cambios estructuralesy funcionales
másespecíficosen la SP-A.
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6. DISCUSIÓN b.3 

A lo largo de esta tesis se ha pro- 
fundizado en el conocimiento de algunas 
características estructurales y funcionales 
de la SP-A. El estudio de estas propieda- 
des, que rigen su interacción con los lípi- 
dos y otras proteínas del surfactante, po- 
dría aclarar algunos aspectos sobre el pa- 
pel que desempeña la SP-A en las distintas 
fases del ciclo metabólico del surfactante. 

Tras ser sintetizada, la SP-A entra en 
la ruta de secreción de los neumocitos tipo 
II. Se sabe que, al menos en parte, es se- 
cretada al espacio alveolar desde los cuer- 
pos lamelares a través de la vía secretora 
regulada. En el primer y tercer capítulos de 

resultados demostramos que la SP-A expe- 
rimenta autoagregación en presencia de 
calcio, así como en condiciones de pH 
ácido. Este tipo de autoagregación se pro- 
duce también con otras proteínas que son 
exocitadas a partir de gránulos de secre- 
ción por la vía regulada (Orci et al. 1987, 
Kuliawat y Arvan 1994). La capacidad de 
la SP-A de experimentar autoagregación 
en estas condiciones podría estar relacio- 
nada con su segregación hacia la vía regu- 
lada, separándose así de las proteínas que 
son secretadas por vía constitutiva (fig. 
6.1). En efecto, el ambiente que halla la 
SP-A en su camino hacia el espacio al- 

VESíCULAS 
LIPíDICAS 

TRANS-GOLGI 

CUERPO 
LAMELAR 

GRÁNULO 
SECRETOR 

l SP-A y proteínas 
secretadas por 

INMADURO la vía regulada 

@ Proteínas secre- 
tadas por la vía 
constitutiva 

Figura 6.1. Esquema de la posible rnta de secreción de la SP-A Al salir del trans-Golgi, la SP-A se segre- 
ga de las proteínas que serán secretadas por la vía constitutiva. El pH del medio en el que se encuentra la SP-A a 
lo largo de esta ruta de secreción se va acidificando, hasta llegar al pH alrededor de 5 de los cuerpos lamelares. 
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veolarseva acidificando desdeel retículo
endoplásmico(pH 7.()) hastalos cuerpos
lamelares(pH 5.5) (Chander et al? 1986).
Además, la concentraciónde calcio en el
interior de estoscompartimentoses relati-
vamente alta (2-10 mlv!) (Eckenhoff
1989). Es posibleque ademásla SP-A in-
teraccionecon algún elementode la mem-
branade los compartimentospor los que
pasaa lo largo de su ruta de secreción,lo
que podria contribuir a su segregaciónde
aquellasproteínasque seránsecretadaspor
la vía constitutiva. El estadode autoagre-
gación y los cambios conformacionales
que experimentala SP-A cosa el pH y el
ambienteiónico del interior de estoscom-
partimentospodría estarrelacionadocon
suposible interaccióncon estoselementos
de membrana.La fuerza iónica del com-
partimentotambién podría modular este
fenómeno;segúnvimos en el último capí-
tulo de resultados,la presenciade NaCí o
de KCI 150 mM afectaal cambioestructu-
ral y a la extensiónde la autoagregación
producidosapH ácido.

Por otraparte,hemosvisto quela SP-
A tiene la capacidadde inducir la agrega-
ción de bicapaslipídicas a pH ácidosiem-
pre que éstascontenganfosfolípidos áci-
dos; estainteraccióncon dichos fosfolípi-
dos disminuyeel estadode agregaciónde
la SP-A. Es posible que esta propiedad
esté implicada en el mecanismoque per-
mite el densoapilamientode membranas
lipídicas dentro de los cuernoslamelares.
En estesentido,el PG, cuya función en el
surfactantese desconoceactualmente,po-
dna facilitar el empaquetamientode las
membranasdel surfactante (dependiente
de la SP-A y las proteínashidrofóbicasSP-
8 y SP-C) dentro de estasestructurasde
almacenamiento.En efecto,a un pH ácido
similar al existenteen los cuerposlamela-
res, vimos que la SP-A, aunquese une a
bicapasde DPPC, no induce su agrega-
cián, lo que sí ocurre si en la bicapa hay
fosfolípidos ácidos. La presenciade PG
podría por tanto favorecer e incluso ser
necesaria para el empaquetamientode

membranasfosfoipídicasen los cuerpos
lamelares. La especial interacción de la
SP-A a pH ácidocon mezclaslipidicasque
contienenfosfolípidos ácidospodría otor-
gar un importantepapel a estos fosfolípi-
dos en la fase pre-secretoradel ciclo del
surfactante.

Una vez secretadoslos componentes
del surfactanteal espacioalveolar,lasinte-
raccionesentreellos varíanal cambiarlas
condicionesde pH. Al pasaral pH neutro
de la subfaseacuosadel alveolo, la proteí-
na experimentacambiosestructurales.En
las condiciones jónicas presentesen el
medio extracelular alveolar (NaCí 1 50
mM, Ca’ 1.8 mlvl. pH 7.0) la SP-A inte-
raccionacon otras moléculasde SP-A. y
además se incrementa su afinidad por
DPPC e induce la agregaciónde vesículas
compuestaspor estefosfolipido. En estas
condiciones, la SP-A no induce la agre-

gaciónde vesículasde DPPG,a no serque
hayaDPPC en la composiciónde la vesí-
cula. Todos estos cambiospodrían estar
implicados en el reordenamientode las
membranasfosfolipídicas recién secreta-
das.y portanto en la formaciónde mielina
tubulary la posteriorcreaciónde la mono-
capa de DPPC y otros fosfolípidos por
adsorcióna la interfasede partedel mate-
rial secretado(fig. 6.2).

El papelde la mielina tubularen el ci-
cío metabólico del surfactantepulmonar
no estáaúnclaro. Sesabequesu presencia
no esnecesariaparael correcto funciona-
miento del surfactantecomo agenteten-
soactivo (Notter e,’ al. 1986, Korfhagene,’
al? 1996). Sin embargo,se ha observado
que la existenciade mielina tubular apare-
ce asociadaa una adsorciónmásrápidade
sus componentesa la interfaseaire/líquido
(Korfhagen et c/. 1996>. El que la SP-A
intervenga y sea necesariapara su for-
mación secorrelacionacon el hechoexpe-
rimental de que la SP-A facilite la adsor-
ción de fosfolipidos a la interfase(Hawgo-
od et aL 1987. Yu y Possmayer1990),
aunqueparaello necesitala ayudade SP-
8, proteínaque también es imprescindible
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SUBFASE 
ACUOSA 

ALVOLAR 

CITOPLASMA 

ca” 1.8 mM 
pH 7.0 

Figura 6.2. Secreción del surfactante pulmonar al espacio alveolar y formación de la monocapa. Al pasar 
del pH ácido de los cuerpos lamelares al pH neutro de la subfase acuosa en el espacio alveolar, los componentes 
del surfactante experimentan cambios en su organización que desembocan en la formación de la mielina tubular 
primero, y de la monocapa en la interfase después. Asociado a la monocapa permanece un reservorio de material 
lipoproteico. 

para la formación de mielina tubular. En 
las condiciones iónicas existentes en la 
subfase acuosa del espacio alveolar (pH 
neutro, fuerza iónica fisiológica y calcio), 
la SP-A induce la agregación de vesículas 
lipídicas (King et al. 1983, Hawgood et al. 
1985, Casals et al. 1993). La actividad de 
agregación de vesículas lipídicas de la SP- 
A se correlaciona con su capacidad para 
acelerar la adsorción interfacial de mem- 
branas que contengan SP-B, y probable- 
mente con su participación en la formación 
de mielina tubular junto con la SP-B 
(Suzuki et al. 1989, Williams et al. 1991). 
Sin embargo, aun no se conoce el meca- 
nismo por el que la SP-A induce esta agre- 
gación de vesículas lipídicas. Se ha pro- 
puesto que dicho fenómeno se podría dar 
como consecuencia de la autoagregación 
de la propia proteína mediante interaccio- 
nes de tipo lectina (dependientes de calcio) 
entre los dominios CRD (dominios de re- 

conocimiento de carbohidratos) de distin- 
tas moléculas de SP-A (Haagsman et al. 
1991). Sin embargo, los resultados recogi- 
dos en el primer capítulo de esta tesis indi- 
can que la desglicosilación de la SP-A o la 
inhibición de interacciones de tipo lectina 
no inhibe la agregación de vesículas, lo 
que descarta la participación de dichas 
interacciones en este fenómeno. En el ter- 
cer capítulo proponemos que la agregación 
de vesículas inducida por la SP-A en pre- 
sencia de Ca”/Na’ estaría mediada por la 
autoagregación de SP-A unida a lípidos en 
las mismas condiciones iónicas. Dos he- 
chos experimentales apoyan esta hipótesis: 

a) El requerimiento de Ca2+ (I&“‘+) 
para ambos procesos en estas condicio- 
nes (pH neutro, fuerza iónica fisiológi- 
ca) es muy similar (de orden micromo- 
lar). 
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b) La integridad del dominio colagé- 
nico es necesaria también para que se 
den tanto la autoagregación de la pro- 
tema como la agregación de las vesícu- 
las inducida por la SP-A (Haagsman et 

al. 1990; ver también el capítulo 5). 

El mecanismo propuesto en el párrafo 
anterior, según el cual la agregación de 
vesículas lipídicas estaría mediada por la 
autoagregación de la SP-A, podría ayudar- 
nos a comprender cómo se forma la mieli- 
na tubular. La mielina tubular es una es- 
tructura tridimensional. Para su formación, 
por tanto, es necesaria la presencia de al- 
gún elemento que sea capaz de distribuir 
los lípidos en distintos planos en el espa- 
cio. Este elemento podría ser la SP-A, si 
tenemos en cuenta que, en su estructura 
nativa, es un octadecámero organizado en 
seis trímeros. Cada uno de los trímeros 
puede interaccionar con lípidos en un pla- 
no distinto (agregación lipídica), y cada 
octadecámero puede interaccionar con 

A 

otros octadecámeros (autoagregación), lo 
que contribuiría a formar la estructura tri- 
dimensional de la mielina tubular. 

Una vez formada la monocapa en la 
interfase, la SP-A sigue interaccionando 
con los lípidos situados en ella. Como vi- 
mos en el segundo capítulo de resultados, 
cuando la monocapa está expandida (baja 
presión superficial 0 alta tensión superfi- 
cial), la proteína tiende a situarse en la 
interfase, penetrando en la monocapa por 
los “huecos” existentes debido a defectos 
de empaquetamiento lipídico entre los do- 
minios LC (líquido condensado) y LE (lí- 
quido expandido). La distribución de la 
SP-A en la monocapa depende de la com- 
posición de ésta: la presencia de fosfolípi- 
dos ácidos (PG) hace que se segregue en 
agregados proteicos (situados entre los 
dominios LC y LE) debido a la repulsión 
electrostática entre la SP-A (con carga 
superficial negativa a pH neutro) y el PG; 
en cambio, la ausencia de fosfolípidos áci- 
dos (DPPC sola) permite su interacción 

hipoiàse acuosa 

Figura 6.3. Compresión de la monocapa de surfactante. La SP-A procedente de la subfase acuosa se asocia 
con las zonas de la monocapa mas empaquetadas, distribuyéndose posteriormente al resto de la monocapa desde 
estas regiones (A). Al aumentar el estado de compresión de la monocapa, aumenta el empaquetamiento de sus 
componentes (B) basta alcanzar el colapso (C). Tras el colapso. los lípidos del surfactante permanecen asociados 
a la interfase aire/líquido gracias a la SP-A. 
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con los dominios LE, y posiblementesu
penetraciónen ellos. Se creeque la mono-
capade surfactantesituadaen la interfase
aire/líquido del alveolo está muy enri-
quecidaen DPPC,por lo que la interacción
de la SP-A con los dominiosLE no estaría
impedida por repulsiones electrostáticas.
Una consecuenciade dicha interacción
podría serun aumentoen la estabilidadde
la monocapa.Después,durantela compre-
sión, la SP-A esexpulsadade la monoca-
pa, aunquees posible que siga asociadaa
ella de alguna manera formando puentes
entreéstay un reservoriode lípidos situa-
do en la subfase(Yu y Possmayer1996),
lo que permitiría la reinserciónde la pro-
temadurantela siguienteexpansióndel al-
veolo (fig. 6.3). En estareinserciónpodría
arrastrarde nuevohacia la monocapaparte
de la DPPCque fue expulsadaal alcanzar-
se el colapso de la monocapadurante la
compresión,favoreciendoasí que seman-
tengamáso menosconstantela disponibi-
lidad de DPPCen la interfase.

Por otra parte, la SP-A de la subfase
acuosa(no asociadaa la monocapa)podría
interaccionar con los lípidos (DPPC y
otros) que han sido expulsadosde ésta
durantela compresión,causandola agre-
gaciónde éstos.La agregaciónde los ele-
mentoseliminadosde la monocapapodría
facilitar su capturapor neumocitostipo II
y macrófagosalveolares(mediadapor la
unión de la SP-A a susreceptoressituados
en la membranade estascélulas)para su
posteriordestruccióno reutilización.Aun-
quela interacciónde la SP-A conmonoca-
pasesmenorcuandohay fosfolípidosáci-
dos (ver segundocapítulo de resultados),
cuandosetrata de bicapascon estetipo de
fosfolipidos la extensiónde la agregación
llega a serincluso mayor que cuando las
vesículasestáncompuestassólo porDPPC
en las condicionesdel alveolo pulmonar
(Casalset al?, 1993),por lo quela variada
composición (incluidos fosfolípidos áci-

dos) de las vesículassalientesde la mono-
capapodríafavorecersu agregaciónindu-
cidapor la SP-A.

La subfaseacuosadel alveolo pul-
monar tiene un pH neutro. En determi-
nadaspatologías,como en el síndromede
aspiracióngástrica,el pl] puedevolverse
ácido. Con los estudiosrealizadosen esta
tesis,hemosvisto que una disminucióndel
pH alveolar podría alterar el funciona-
miento del surfactante,en tanto en cuanto
afectaa la interacciónentre sus distintos
componentes.Así, enel primercapítulo de
resultadosdemostramosque la SP-A es
capazde inducirla agregaciónde vesículas
lipídicas con fosfolípidos ácidos, pero no
devesículasde DPPCa pH ácido. Porotra
parte, estaproteínatampoco mteracciona
de igual forma con monocapasque poseen
DPPG a PH neutro que a pH ácido (ver
segundocapítulo de resultados);en el pri-
mer caso,la carganegativadel fosfolípido
ejerce una repulsiónelectrostáticasobrela
proteínadebidoal pI ácidode ésta,mien-
tras que a pH suficientementeácidoparte
de sus residuosse protonan,permitiendo
asíla interacciónentreel fosfolípido ácido
y la proteína.

Enresumen,el estudiodela estructura
que adoptala SP-A en las diversascondi-
cionesa las que seve sometidadurantesu
pasoporlos distintoscompartimentosintra
y extracelulares,así como el de sus pro-
piedadesfuncionalesen dichas condicio-
nes, nos puedenayudar a comprenderlos
mecanismos molecularesque rigen los
procesos de almacenamiento,secreción,
adsorcióny reciclajedel surfactantepul-
monar. Sin embargo,aún es necesarioam-
pliar másel conocimientode estaspropie-
dades,especialmenteen lo referentea la
mteracciónde la SP-A conlas otrasproteí-
nasdel surfactante(principalmentela SP-
B y la SP-C), y estudiarqué partesde la
proteínaestánimplicadasen cadauna de
susfimciones.
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Los resultadosconcluyentesde estamemoriase exponenen el ordende presentaciónde
los capítulosde acuerdocon los objetivosplanteados.

A. Interacciónde la SP-A con bicapasfosfolipídicas.

Al. pUneutro.

1. La SP-A seunee inducela agregaciónde vesículasquecontenganDPPC (DPPC,
DPPC/PC,DPPC¡DPPG,etc.) a pH neutro.El procesode agregaciónde vesículasde-
pendientede SP-A requiereconcentracionesde Ca»de ordenmicromolar,siendo~
= 0.74 ±0.29 vM parala SP-A porcina,y 98 ±5 ~tMparala SP-A canina.La extensión
de laagregacióndevesículasde fosfolípidosdisaturados(DPPC,DPPCIDPPG),quea 37
0C se encuentranen estadode gel ondulado(Ppj, esmayorquela de vesiculasformadas
porDPPC/PCo DPPC/PG,lo que indica la influenciadel estadofisíco de las vesículas
endichoproceso.

2. La agregaciónde vesículasque contienenDPPC no disminuye al aumentarla
fuerza iónica del medio, lo que indicauna importantecontribuciónde las interacciones
hidrofóbicasen la asociaciónSP-A/DPPC.La agregaciónde vesículasde DPPC/DPPG
no ocurreabajafuerzaiónica debidoa la repulsiónelectrostáticaentre la carganegativa
de los fosfolipidos y lacargasuperficialnegativade la proteína.

3. La SP-Aunidaa membranasfosfolipídicasesmenossusceptiblede serdegradada
por tripsina. La protecciónesligeramentesuperiora concentracionesde Ca»en las que
la extensiónde los agregadosvesículalípídícalSP-Aesmáxima.

4. La capacidadde la SP-A de unirse a carbohidratosen presenciade Ca2~ no esta
implicadaenel procesode agregaciónlipídica inducidaporestaproteína.Porotraparte,
la eliminaciónde la cadenaoligosacáridade la SP-A reducesólo parcialmentesuactivi-
dadagregantede vesículas.Estosresultadosseoponeny refutanel mecanismopropuesto
paraexplicarla agregaciónde vesículasinducidaporSP-A (Haagsmanet al. 1991)en el
que se postulaque dicha agregaciónpodría estarmediadapor interaccioneslectina-

2+
lectina inducidasporCa entredosmoléculasde SP-A unidasa lípidos, de maneraque
la cadenaoligosacáridade una de ellas interaccionaríacon el dominio de unión a car-
bohidratosde laotra.

5. Se refrita tambiénla hipótesisde que los complejosSP-A/vesículaagreganme-
dianteel procesode autoagregaciónde la SP-A caracterizadohastafechasrecientesco-
mo un procesodependientedeconcentracionesde Ca»deordenmilimolar y baja tUerza
iónica (Haagsmanet al. 1990).Nuestraobjecióna dichahipótesissebasaen que el fe-
nómenode agregaciónde vesículasmediadopor SP-A y la autoagregaciónde la SP-A
tienendistintosrequerimientosde Ca»(deordenmicromolarparala agregaciónde vesí-
culasy miuímolarparala autoagregaciónde la proteína)y fuerzajónica. Además,ambos
procesosseven afectadosde formadiferentepor la acciónde proteasas,la presenciadel
homopolisacáridomanano,y la desglicosilaciónde la SP-A en presenciade N-
glicosidasaF.
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A2. pH moderadamenteácido (4.5-6.0).

1. A pH moderadamenteácido, la proteínaSP-A se une tanto a vesículasneutras
(DPPC)como a vesículasácidas(DPPC/DPPG).Sin embargo,sólo es capazde inducir
una marcadaagregaciónde vesículasque contenganfosfolípidos ácidos,medianteun
procesoindependientede Ca».La agregaciónde vesículasde DPPUa pH 4.5 inducida
por SP-A decrececonel aumentode la concentraciónde NaCí en el medio, indicando
que la interacciónde SP-A conDPPGa pH ácido tiene lugar por interaccioneselectros-
táticas.La agregaciónde vesículasde DPPC/DPPGa pH ácido disminuye sólo ligera-
mentecon el incrementode la fuerzaiónicadelmediodebidoa la presenciade DPPC.

2. La unión de vesículasácidas,pero no neutras,a la SP-A produce:a) un marcado
cambioen laestructurasecundariade la proteína,y b) una significativaprotecciónde la
proteínafrentea la degradaciónpor la endoproteinasaGlu-C.

3. La unión de la proteínaSP-A a vesículasfosfolipidicas y la agregaciónde dichas
vesículasinducidapor SP-A sonfenómenosdiferentesque probablementetienendistin-
tos requerimientosestructuralesde la SP-A. Los estudiosde dicroísmo circulary de epi-
fluorescenciallevadosa caboen estatesis indicanque la interacciónde vesículasácidas
con la SP-A impide la autoagregaciónmasivade la proteínaque tiene lugara pH ácido
debidoa la protonaciónde los gruposcarboxilo de la SP-A, y por tantoa la reducciónde
su cargasuperficialnegativa.

2+
4. Laagregaciónde vesículasde DPPCinducidaporla SP-Aen presenciade Ca es

altamentedependientedel pH. decreciendoprogresivamenteal disminuir éste.El efecto
del pH sobrela agregaciónde vesículasde DPPC inducidapor la SP-A esreversible,de
maneraque seproduceun drásticoincrementode la agregaciónde vesículasde DPPC
inducidaporSP-A en presenciade Ca»cuandoel pH del medio cambiade ácidoa neu-
tro. Estosresultadosson aúnmásmarcadoscuandolas bicapasde DPPCcontienenunao
ambasproteínashidrofóbicasdel surfactante(SP-By/o SP-C).

13. Interacciónde la SP-A conmonocapasde fosfolípidosapH neutroy ácido.

1. La SP-A interaccionay perturbael empaquetamientode monocapasde DPPC a
pH neutro.La SP-A fluorescentese distribuyeen la faseLE del fosfolípidoy seacumula
en la interfaseentrelos dominoscondensadosy fluidos (LC-L.~E) bajo condicionesde
presiónsuperficialenlas que hay coexistenciade ambasfases.

2. La perturbacióndel empaquetamientolipidico de monocapasde DPPC inducida
por la SP-A seponede manifiestopor la formaciónde dominiosLC máspequeñosy
numerososaunapresióndada,y porla disminuciónde la cantidadtotal de áreaconden-
sada.Dichaperturbaciónde la monocapaessimilar a la producidapor la proteínahidro-
fóbica del surfactantepulmonarSP-C,e indica que la SP-A debe interaccionarcon las
cadenasde acilo de la monocapade fosfolípidosde manerasuficientecomo parapertur-
bar el habitualempaquetamientode lípidos.

3. La influencia perturbadorade la SP-A esespecíficaparamonocapasde DPPC a
pH neutro,yaque no seobservaenmonocapasde I)PPC/DPPG.Además,la fluorescen-
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cia de la SP-A marcadaconTexasRed® no se detectaen las regionesLE de monocapas
deDPPC/DPPG,observándosesólo en la interfaseLC-LE parchesdiscretosde fluores-
cenciaqueseinterpretancomoacúmulosde SP-A agregadasegregadosendichainterfa-
se.La exclusiónde la SP-A de las regionesLE se debea la repulsiónelectrostáticaentre
la proteínay los fosfolípidosácidos(DPPG)a pH neutro.Las propiedadestensoactivas
intrínsecasde la SP-A le hacenaccedera la monocapadesdela hipofaseacuosaa pesar
de suinmiscibilidadconfosfolípidosácidos.

4. El tipo de interacciónde la SP-A conmonocapasde DPPC o DPPC/DPPGvaría
conelpH, debido a los cambiosestructuralesque experimentala proteínaapH modera-
damente ácido. Los agregados de SP-A, formados en la hipofase a pH ácido, se insertan
en monocapasde DPPCen la interfaseLe-LE. Dichainserciónno produceningúnefecto
ni en la cantidadtotal de dominioscondensadosni en el númeroy tamañode éstos,lo
queindicaunatotal segregacióndel lípido y laproteínaa pH ácido.

5. La distribuciónde SP-A marcadaconTexasRed®enmonocapasde DPPC/DPPG
a pH ácidoesnotablementediferentea la observadaapH neutro.En medioácido, la SP-
A sedistribuyede maneracasihomogéneaen la faseLE. La interacciónde la SP-A con
monocapasde DPPC¡DPPGimpide y reviertela agregaciónde la proteínaen medioáci-
do. Dicha interacciónesde carácterelectrostáticoy no induceperturbacionesen el em-
paquetamientode fosfolípidosen la monocapa.

C. Interaccionesproteína-proteína.

- La SP-A experimentaautoagregacióna pH neutroen presenciade Ca».La con-
centraciónde Ca» requeridaparadichoprocesodependede la tUerzaiónica del medio.
A bajafuerzaiónica la K,2» parael procesode autoagregaciónde la SP-A es2.3 ±0.2
mM parala SP-A porcina,y 3.0 ±0.1 mM parala SP-A humana.Sin embargo,a fuerza
iónica fisiológica las ~ son2.4 ±0.5 ~xMy 12.0 ±1.8 gM parala SP-A porcinay
humana,respectivamente.

2. Estudiosde dicroísmo circular y de fluorescenciasobre la autoagregaciónde la
SP-A dependientede Ca»indicanque los agregadosde proteínaformadosen ausencia
deNaCísonestructura]mentedistintosdeaquéllosformadosenpresenciadeestasal.

3. Ambos tipos de agregados(los dependientesde Ca» y de Ca2~/NaCl)sedisocian
mediantela adiciónde EDIA. Sólo la proteínaresultantede la disociaciónde agregados
inducidospor Ca2~/NaCl mantienesu estructurasecundariay su actividad biológica
agregantede vesículaslipídicas.

4. Experimentosrealizadosa temperaturasinferioresy superioresa la temperaturade
desnaturalizaciónde la regióncolagénicade la SP-Apermitenconcluir queestaregiónes
necesariaparala autoagregaciónde la SP-A inducidapor Ca»o Ca2~/NaC1.Las interac-
cionesentrelas triples hélicesde colágenosonimportantesparala oligomerizaciónde la
SP-A y el mantenimientode suestructuracuaternaria.
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5. La SP-A experimentauna marcadaautoagregaciónapH moderadamenteácidoen
ausenciao presenciade Ca».Dicho procesoseacompañade un cambioen la estructura
secundariade laproteínaque estotalmentereversibleal neutralizarel pH.

6. La autoagregaciónde la SP-A aumentaen funciónde la disminucióndel pH. Sin
embargo,dicho procesoestámodulado por la presenciade fuerza iónica fisiológica y
Ca»,factoresquereducenla extensiónde estaautoagregación.Estascondicionesiónicas
sonsemejantesa las que existena lo largode la rutaexociticade la SP-A.

7. En contrastecon la autoagregaciónde la SP-A dependientede Ca», la autoagre-
gaciónde la SP-A dependientede pH no se ve afectadapor el desplegamientodel domi-
nio de colágeno,lo que indicaque ni la integridadde estedominio ni la oligomerización
de la SP-A soncondicionesnecesariasparaestetipo de agregaciónproteica.

8. El procesode autoagregaciónde SP-A dependientede Ca2~/NaCly el procesode
agregaciónde vesículasinducido por SP-A y dependientede Ca»/NaCIparecenestar
relacionados.AmbosprocesostienenKPI» similaresy requierenun dominio colagénico
intacto en la SP-A. Proponemosque en determinadascondicionesuonicas,de pH y de
temperaturala asociaciónentremoléculasde SP-A unidasa lípidosdeseneadenala agre-
gaciónentrevesículasa su vezunidasa la SP-A.

Las implicacionesfisiológicas de todos estosresultadosseanalizanen la discusióngene-

ral.
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