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Résumé 

Le remodelage des voies respiratoires observé dans l'asthme fait intervenir, entre autres, 

les cellules musculaires lisses bronchiques humaines (CMLBH). Les CMLBH 

participent à ce processus par des mécanismes d'hypertrophie et d'hyperplasie cellulaire. 

Cependant, les facteurs impliqués dans la régulation de ces mécanismes sont peu 

connus. Mon projet de maîtrise a porté sur le rôle de la métalloprotéinase (MMP)-9 

dans la régulation de la fonction des CMLBH. Nos résultats montrent que la MMP-9 

n'est pas exprimée par les CMLBH, mais que celle-ci se lie au récepteur CD44. Nous 

avons montré que ce dernier était exprimé et fonctionnel chez les CMLBH. De plus, 

l'activation du récepteur CD44 par la MMP-9 diminue la prolifération des CMLBH. En 

conclusion, le complexe MMP-9/CD44 semble jouer un rôle important dans la 

régulation de la fonction des CMLBH. Il pourrait constituer une cible thérapeutique 

intéressante pour le contrôle du remodelage des voies respiratoires chez les sujets 

asthmatiques. 

Mots clés : Asthme, métalloprotéinase de la matrice, remodelage des voies respiratoires, 

matrice extracellulaire, hyperplasie, prolifération cellulaire, récepteur membranaire, 

hyaluronan, inhibiteur, immunologie. 



IV 

Summary 

Human bronchial smooth muscle cell (HBSMC) play a major role in the process of 

airway remodeling observed in the physiopathology of asthma. HBSMC participate to 

this process by showing cell hypertrophy and hyperplasia. However, the factors 

controlling these mechanisms are still unclear. My master project aimed to determine the 

role of the matrix metalloproteinase (MMP)-9 in the regulation of HBSMC function. 

Our results show that MMP-9 is not expressed in HBSMC, but it has the ability to bind 

to the CD44 receptor. We found next that this receptor is expressed and functional in 

HBSMC, and that MMP-9 is a ligand of CD44. Furthermore, we found that the 

activation of the complex MMP-9/CD44 decreases HBSMC proliferation. In conclusion, 

MMP-9/CD44 complex may play an important role in HBSMC function and appears as 

an interesting therapeutic target to control airway remodeling processes in asthma. 

Key words : Asthma, matrix metalloproteinase, airway remodeling, extracellular matrix, 

hyperplasia, cell proliferation, membrane receptor, hyaluronan, inhibitor, immunology 



v 

Table des matières 

RÉSUMÉ ........................................................................................................................................................... 111 

SUMMARY ...................................................................................................................................................... IV 

LISTE DES FIGURES .................................................................................................................................. VII 

LISTE DES SIGLES ET ABRÉVIATIONS EN FRANÇAIS ............................................................... VIII 

LISTE DES ABRÉVIATIONS ET SIGLES EN ANGLAIS ...................................................................... X 

REMERCIEMENTS ...................................................................................................................................... Xll 

SECTION 1 : INTRODUCTION ..................................................................................................................... 1 

1.1 LA PHYSIOPATHOLOGIE DE L' ASTHME ...................................................................................................... 2 

1.2 LE REMODELAGE DES VOIES RESPIRATOIRES ............................................................................................ 7 

1.3 LES CELLULES MUSCULAIRES LISSES BRONCHIQUES HUMAINES ............................................................. 8 

1.4 LES METALLOPROTEINASES DE LA MATRICE ............................................................................................ 9 

1.5 LES INHIBITEURS TISSULAIRES DES METALLOPROTEINASES .................................................................. 11 

1.6 ROLES DE MMP-9 DANS L'ASTHME ........................................................................................................ 13 

1.7 LE RECEPTEURCD44 ............................................................................................................................... 14 

1.8 OBJECTIFS DE RECHERCHE ....................................................................................................................... 18 

SECTION 2. MATÉRIELS ET MÉTHODES ............................................................................................. 19 

2.1 CULTURE CELLULAIRE ............................................................................................................................. 20 

2.2 EXTRACTION D'ARN ET RT-PCR .......................................................................................................... 20 

2.3 ANALYSE PARIMMUNOBUVARDAGE ....................................................................................................... 21 

2.4 ANALYSE PAR ZYMOGRAPHIE .................................................................................................................. 22 

SECTION 3. RÉSULTATS ............................................................................................................................. 23 

3.1 ABSENCE DE TRANSCRITS D'ARNM POUR LA PRO-MMP-9 DANS LES CMLBH .................................. 24 

3.2 LES EXTRAITS CELLULAIRES DE CMLBH CONTIENNENT DE LA PRo-MMP-2 ET DE LA MMP-9 

ACTIVE, MAIS NE CONTIENNENT PAS DE PRo-MMP-9 .................................................................................. 25 

3.3 LA PRESENCE DE LA FORME ACTIVE DE MMP-9 N'EST PAS DUE A UNE DEGRADATION ENZYMATIQUE 

DE LA PRO-MMP-9 ......................................................................................................................................... 27 

3.4 DISCUSSION DE LA 1 ÈRE PARTIE ................................................................................................................. 29 

SECTION 4. ARTICLE .................................................................................................................................. 30 

4.1 INTRODUCTION ...................................................................................................................................... 32 

4.2 MA TERIALS AND METHODS ............................................................................................................. 34 

4.2.1 CELL CULTURE ..................................................................................................................................... .34 

4.2.2 RNA EXTRACTION AND RT-PCR ....................................................................................................... .34 

4.2.3 IMMUNOBLOT ANAL YSIS ..................................................................................................................... .35 

4.2.4 IMMUNOPRECIPITATION ANALYSIS ..................................................................................................... .35 

4.2.5 IMMUNOCYTOFLUORESCENCE AND DECONVOLUTION ANALYSIS ...................................................... .36 

4.2.6 FLOW CYTOMETRIC ANAL YSIS ............................................................................................................ .36 

4.2.7 PROLIFERATION ASSAy ........................................................................................................................ .37 

4.2.8 ST A TISTICAL ANAL YSIS ....................................................................................................................... .38 

4.3 RESUL TS .................................................................................................................................................... 39 

4.3.1 HUMAN BRONCHIAL SMC EXPRESS A FUNCTIONAL CD44 RECEPTOR ............................................. .39 

4.3.2 MMP-9 ASSOCIA TES WITH THE CD44 RECEPTOR AND INDUCES ITS INTERNALIZA TION .................. .43 



VI 

4.33 EFFECTS OF HYALURONAN, PRO- AND ACTIVE MMP-9 ON HUMAN BRONCHIAL SMC 
PROLIFERATION ................................................................... ; ......................................................................... .45 

4.4 DISCUSSION ............................................................................................................................................. .47 

4.5 ACKNOWLEDGMENTS ......................................................................................................................... 51 

4.6 DISCLOSURES .......................................................................................................................................... 52 

4.7 REFERENCES ........................................................................................................................................... 53 

4.8 FOOTNOTES ............................................................................................................................................. 56 

SECTION 5. DISCUSSION ............................................................................................................................ 57 

SECTION 6. CONCLUSION ......................................................................................................................... 66 

SECTION 7. RÉFÉRENCES ......................................................................................................................... 67 



vu 

Liste des Figures 

Figure 1.1 Mécanisme immunologique menant à l'asthme allergique. 

Figure 1.2 Résumé des différentes causes potentielles menant au remodelage des voies 

respiratoires présent dans la physiopathologie de l'asthme. 

Figure 1.3 Représentation schématique des différents domaines protéiques chez les 

membres des MMPs. 

Figure 1.4 Exemples des voies d'auto et de trans-activation de certains membres de la 

famille des MMPs. 

Figure 1.5 Illustration schématique du récepteur CD44 au niveau génomique et 

protéique. 

Figure 1.6 Illustration schématique des deux voies de signalisation intracellulaire du 

récepteur CD44. 

Figure 1.7 Illustration schématique de certains mécanismes immunologiques impliquant 

le récepteur CD44 dans le développement de l'inflammation allergique des voies 

respiratoires. 

Figure 2.1 Détermination de l'expression de MMP-9 dans les CMLBH par RT-PCR 

Figure 2.2 Détermination de l'expression de MMP-9 dans les CMLBH par zymographie 

et immunobuvardage 

Figure 2.3 Détection de MMP-9 dans les extraits cellulaires de CMLBH traités avec 

l'inhibiteur à large spectre des MMPs, le GM6001. 

Figure 2.4 Détection de MMP-9 dans le milieu de culture complet et dans les CMLBH 

cultivés dans un milieu sans sérum. 

Figure 3.1 Expression of the CD44 receptor in human bronchial SMC. 

Figure 3.2 Localization of the CD44 receptor in human bronchial SMC. 

Figure 3.3 Quantification of CD44 receptor expression on the surface of human 

bronchial SMC. 

Figure 3.4 Determination of the CD44 receptor functionality in human bronchial SMC. 

Figure 3.5 Association between MMP-9 and the CD44 receptor. 

Figure 3.6 MMP-9 induces CD44 receptor intemalization in human bronchial SMC. 

Figure 3.7 Effects of HA and MMP-9 on human bronchial SMC proliferation. 



Liste des sigles et abréviations en français 

Ag : Antigène 
ARN : Acide ribonucléique 
ADN: Aide désoxyribonucléique 
BF A : Brefeldine A 
CD : Agrégat de différentiation 
c-MET : Facteur de transition mésenchymal/épithélial aussi connu sous le nom de 
récepteur à l'HGF 
CMLBH : Cellules musculaire lisses bronchiques humaines 
CML TH : Cellules musculaire lisses trachéales humaines 
CML VH : Cellules musculaire lisses vasculaires humaines 
EDT A : acide éthylène-diamine-tétraacétique 
EGF : Facteur de croissance épidermal 
ERK: Protéine kinase de regulation extracellulaire 
EtBr : Bromure d'étidium 
FBS : Sérum de veau fœtal 
FGF : Facteur de croissance des fibroblastes 
PceRI : Récepteur à haute affinité pour les IgE 
FITC : fluorescéine isothiocyanate 
GAPDH: Glyceraldéhyde 3-phosphate déhydrogénase 
HA : Hyaluronan ou acide hyaluronique 
HEPES : acide 4-(2-hydroxyethyle )-l-piperazineethanesulfonique 
HGF : Facteur de croissance hépatocytaire 
ICAM : Molécule d'adhésion intracellulaire 
IgE: Immunoglobuline de Type E 
IgG : Immunoglobuline de type G 
IL- : Interleukines 
M : Concentration molaire (mole/litre) 
MEC: Matrice extracellulaire 
MAPK Protéine kinase activé par les mitogènes 
MLCK : Kinase de la chaîne légère de la myosine 
MMP : Métalloprotéinase de la matrice 
MPOC : Maladie pulmonaire obstructive chronique 
NF2 : Gène de la neurofibromatose-2 
PBS : Tampon phosphate 
PDGF : Facteur de croissance dérivé des plaquettes 
PE : Phycoérythrine 
PIC: Cocktail d'inhibiteur de protéase 
PMA : Phorbol 12-myristate 13-acetate 
RE : Réticulum endoplasmique 
ROS: espèce d'oxygène réactive 
RPMI : Milieu de l'institut Roswell Park Memorial 

Vlll 



RT-PCR: Transcription inverse - réaction de polymérase en chaîne 
SDS : Sodium docécyl sulfate 
SDS-PAGE : Gel de polyacrilamide contenant du SDS 
SNP : Polymorphisme simple de nucléotide 
T ARC: thymus- and activation-regulated chemokine 
TBS-T: Tampon contenant tampon Tris, NaCI et Tween-20 
Thl/Th2 : Cellules T auxiliaires de type 1 et 2 
TIMP : Inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases 
TNFa ; Facteur de nécrose tumorale 
VCAM : Molécule d'adhésion vasculaire 

IX 



Liste des abréviations et sigles en anglais 

AHR : airway hyperresponsiveness 
Ag: Antigen 
ARN : Ribonucleic acid 
ADN: Deoxyribonucleic acid 
BF A : Brefeldine A 
CD : Cluster of differentiation 
CHAPS : 3-[ (3-cholamidopropy l)dimethy lammonio ]-l-propanesulfonate 
COPD : Chronic obstructive pulmonary disease 
c-MET : mesenchymal-epithelial transition factor or HGF receptor 
DAPI : 4',6-diamidino-2-phenylindole 
ECM : Extracellular matrix 
EDT A : ethylene diamine tetraacetic acid 
EGF : Epidermal growth factor 
EtBr : ethidium bromide 
ERK: Extracellular regulated kinase 
FBS : fetal bovine serum 
FceRI : High affinity IgE receptor 
FGF : Fibroblast growth factor 
FITC : fluorescein isothiocyanate 
GAPDH : Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
HA : Hyaluronan or hyaluronic acid 
HASMC : Human airway smooth muscle ceUs 
HBSMC : Human bronchial smooth muscle cells 
HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HGF : Hepatocyte growth factror 
HTSMC : Human tracheal smooth muscle ceUs 
ICAM : Intracellular adhesion molecule 
IgE: Type E immunoglobulin 
lB : Immunoblotting 
IL- : Interleukines 
IP : Immunoprecipitation 
M : molar concentration (mole/litre) 
MAPK : Mitogen activated protein kinase 
MFI : Mean fluorescent intensity 
MLCK : Myosin light chain kinase 
MMP : Matrix metalloproteinase 
NF2 : Neurofibromatosis-2 gene 
PBS : Phosphate buffered saline 
PDGF : Platelet derived growth factor 
PE : Phycoerythrine 
PIC: Protease inhibitor cocktail 

x 



PF A : Paraformaldehyde 
PMA: Phorbol12-myristate 13-acetate 
PMSF : phenylmethylsulphonyl fluoride 
ROS : Reactive oxygen species 
RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium 
RT-PCR: Reverse Transcription- Polymerase chain reaction 
SDS : Sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE: SDS polyacrylamide gel electrophoresis 
SNP : Single nuc1eotid polymorphism 
TARC : thymus- and activation-regulated chemokine 
TBS-T: Buffer containing Tris buffer, NaCI, and Tween-20 
ThllTh2 : T cell helper type 1 and 2 
TIMP : Tissue inhibitor of metalloproteinase 
TNFf\:Tumor necrosis factor a 
VCAM : Vascular adhesion molecule 

Xl 



XlI 

Remerciements 

Je tiens d'abord à remercier d'une manière toute particulière mon directeur de recherche, 

le docteur Karim Maghni. Je lui suis reconnaissant de m'avoir accepté au sein de son 

équipe, une première fois lors de mon stage d'été et par la suite pour ma maîtrise. Je le 

remercie de m'avoir transmis ses connaissances, son souci du détail ainsi que sa grande 

rigueur scientifique. Toujours disponible, Dr Maghni a eu à cœur de m'enseigner 

comment devenir un scientifique de haut calibre. 

Je veux aussi remercier les membres du laboratoire que j'ai côtoyés. J'ai apprécié les 

premiers assistants de recherche, Bertrand et Philippe, qui m'ont initié aux rudiments du 

travail en laboratoire, et particulièrement Bertrand pour son aide précieuse en 

microscopie. J'adresse un merci particulier au Dre Mélanie Welman, associée de 

recherche, qui m'a permis de perfectionner mes techniques de laboratoire. Finalement, je 

ne voudrais pas oublier les autres étudiants, Sandra, Bruno et les différents stagiaires 

d'été, avec qui j'ai eu la chance d'avoir des discussions enrichissantes tout au long de 

mon séjour au laboratoire. 

Merci également à ma famille, mes amis et ma copine Fanny, qui tous m'ont aidé, 

supporté et encouragé à leur façon. Ils ont été présents à tout moment pour moi et m'ont 

permis de réaliser ma maîtrise dans les meilleures conditions. 

Je veux finalement remercier les organIsmes subventionnaires qui m'ont soutenu 

financièrement durant mon programme de maîtrise. Tout d'abord le Centre asthme et 

travail pour l'octroi de ma bourse de stagiaire d'été et le Fonds de la recherche en santé 

du Québec (FRSQ) pour la bourse de formation de maîtrise que j'ai obtenue. 



1 

Section 1 : Introduction 



2 

1.1 La physiopathologie de l'asthme 

L'asthme est un syndrome respiratoire majeur affectant un nombre grandissant 

de personnes. D'après les données recueillies par Statistique Canada en 2005, près de 

2,25 millions de Canadiens âgés de plus de 12 ans étaient atteints d'asthme, 

comparativement à environ 1,77 million en 1996. Une progression similaire peut être 

observée dans la plupart des pays industrialisés. Cependant, il n'a pas fallu attendre la 

période industrielle pour étudier la maladie. En effet, le premier traité sur l'asthme écrit 

au XIIIe siècle par Moses Maimonides l, établissait une association entre l'asthme et les 

facteurs psychologiques. Cette maladie a même été considérée, jusque dans les années 

1950 2, comme étant psychosomatique. Ce n'est qu'en 1968 que Andor Szentivanyi 

élabore la théorie bêta adrénergique sur l'asthme qui décrit les composantes 

physiopathologiques de la maladie 3. L'aspect psychologique, bien que réel, a depuis été 

relégué en second plan. 

L'asthme fait partie des maladies dites à traits complexes, c'est-à-dire qu'il est le 

résultat de nombreux facteurs, tant génétiques qu'environnementaux. La modulation de 

ces paramètres peut faire varier le niveau de sévérité de la maladie chez les patients ainsi 

que la qualité de leur réponse aux traitements 4. Plusieurs facteurs environnementaux 

sont inclus dans « l'hypothèse hygiéniste» proposée en 1989 par David P. Strachan 5. 

Brièvement, cette hypothèse stipule que le manque d'exposition à différents types 

d'agents infectieux chez les jeunes enfants module le développement du système 

immunitaire et augmente la susceptibilité de développer des maladies allergiques. En 

effet, les maladies allergiques, comme certains types d'asthme, sont principalement 

induites par une réponse immunitaire inappropriée à des antigènes inoffensifs. Cette 

réponse excessive est conduite par une forte réplique immunitaire de type Th2. Comme 

plusieurs bactéries et virus induisent des réponses immunitaires de type Thl, provoquant 

alors une diminution de la réponse Th2, un manque d'exposition à ces agents favorise 

une augmentation de l'activité Th2. Toutefois, d'un point de vue évolutif, l'immunité de 

type Th2 était surtout impliquée lors d'infections parasitaires. Bien que de nos jours, ce 
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type d'infection soit presque éradiqué dans les pays développés, il a été observé que des 

enfants ayant une forte activité Th2 et un niveau d'IgE élevé suite à des infections 

parasitaires n'étaient pas prédisposés à développer plus de syndrome allergique. Au 

contraire, ces enfants semblaient protéger dû à une réponse Th2 adéquatement dirigé. 

Des études récentes portant sur l'IL-1O viennent éclaircir le rôle de la réponse Th2 et 

ainsi nuancer la théorie hygiéniste. En effet, l'IL-IO, produite entre autres par les 

cellules T régulatrices 6, a été identifié comme un régulateur critique de l'immunité de 

type Th2 et serait un médiateur anti-inflammatoire important 7. D'autres considérations 

environnementales comme la pollution atmosphérique et la fumée du tabac peuvent 

influencer le développement de l'asthme. Cependant, malgré les nombreuses études 

démontrant un lien entre les facteurs environnementaux et l'asthme 8,9, la composante 

environnementale seule ne peut expliquer la prévalence de cette maladie dans la 

population. 

À la composante environnementale s'ajoute l'aspect génétique de la maladie. En 

effet, plus de 100 gènes ont été associés à l'asthme dans au moins une étude 

d'association génétique 10. Parmi ces gènes, environ 25 sont retrouvés dans plus de six 

populations différentes. Plusieurs de ces gènes sont reliés de près ou de loin au système 

immunitaire ou à la modulation de l'inflammation. Encore une fois, la composante 

génétique ne peut expliquer à elle seule l'ampleur de la physiopathologie de l'asthme, 

car ces gènes de prédisposition ne sont pas associés à l'asthme dans tous les cas. Tout 

porte à croire qu'il existe une interaction gène-environnement intrinsèque, comme tend à 

le montrer une étude récente portant sur le SNP C-159T du gène CD14. Les auteurs ont 

montré que le risque de développer de l'asthme varie à la fois en fonction de la variation 

génétique d'un individu et de son niveau d'exposition à des endotoxines ou à des 

sources domestiques de bactéries 11. 

Le syndrome de l'asthme comporte de nombreuses particularités sur le plan 

physiopathologique. Les principales caractéristiques physiologiques sont l'obstruction 

bronchique, l'hyperréactivité bronchique non spécifique ainsi que la présence d'une 
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inflammation chronique des voies respiratoires, combinées avec une hypersécrétion de 

mucus 12. Ces symptômes sont dus à un grand nombre de facteurs 12. Parmi ceux-ci, on 

retrouve notamment certains virus, comme le virus respiratoire syncitial (VRS), et le 

rhinovirus (RV). Il est alors question de bronchite asthmatique virale I3. Bien que 

certains virus puissent avoir un effet protecteur à long terme, comme le propose la 

théorie de Strachan, d'autres peuvent provoquer des problèmes respiratoires ponctuels et 

chez certains enfants, ces infections peuvent conduire au développement de l'asthme 13. 

Il est intéressant de noter que certains médicaments, comme l'aspirine et certains anti­

inflammatoires, peuvent provoquer des crises d'asthme chez des individus prédisposésl2
• 

L'asthme allergique, quant à lui, est causé par une exposition à un antigène, soit 

saisonnier ou permanent, qui provoque des exacerbations périodiques des symptômes. 

Les mécanismes sous-jacents à l'asthme allergique sont complexes. Tout d'abord, 

lorsqu'un antigène pénètre dans l'organisme pour la première fois, il est endocyté par les 

cellules présentatrices d'antigènes et présenté aux cellules T naives. Chez un individu 

non atopique, cette présentation sera ignorée. Par contre, chez un individu allergique, les 

cellules T se transformeront en Th2 qui commenceront à produire des cytokines comme 

l'interleukine (IL-) 4 et l'IL-13. Ces interleukines activeront les cellules B qui entreront 

dans une phase de maturation, notamment conduite par un phénomène appelé 

commutation isotypique. La commutation provoque un changement des isotypes produit 

par les cellules B, qui passeront du type IgM et IgD vers les types IgG, IgA ainsi que les 

IgE. Par la suite, les cellules B se transformeront en plasmocytes, qui sont spécialisés 

dans la production d'un grand nombre d'anticorps non-membranaire. Les IgE libérés 

iront ensuite se lier aux récepteurs à haute affinité des IgE, appelés FC€RI, qui sont 

principalement exprimés à la surface des mastocytes et des basophiles. Une fois le 

récepteur lié, les mastocytes et les basophiles sont amorcés: on parle alors de « IgE 

primed mast/basophil ceUs ». Lorsque l'individu entre en contact avec le même 

allergène pour la deuxième fois, l'allergène sera alors reconnu par le sous-type 

particulier d'IgE dirigé contre lui, ce qui induira une dimérisation de deux complexes 

IgE/FC€RI. Cette dimérisation active le mastocyte et le basophile et provoque une 
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dégranulation qui libère différents médiateurs comme 1 'histamine, des leucotriènes, des 

cytokines et des prostaglandines. Cette libération de médiateurs est responsable de 

l'induction des effets physiopathlogiques qui se divisent en deux phases, l'une dite 

immédiate et l'autre semi-retardée 14. Tout d'abord, la phase immédiate est caractérisée 

par des bronchospasmes, de l' œdème, une obstruction respiratoire, une sécrétion de 

mucus, et une contraction des cellules musculaires lisses. Cette phase se résorbe 

généralement dans les 3 heures suivant l'apparition des premiers symptômes. La réponse 

semi-retardée, qui est présente chez environ 60% des patients 15, intervient en général de 

4 à 8 heures après la première réaction 14. Elle est causée par la production de cytokines 

(ex.: IL-4, IL-S, IL-13) et chimiokines (ex.: éotaxines et TARC) par les cellules 

inflammatoires comme les macrophages et les cellules résidentes comme les cellules 

épithéliales 16. Ceci provoque le recrutement et l'activation d'autres cellules 

inflammatoires comme les éosinophiles qui vont libérer plusieurs médiateurs (par 

exemple le cystéinyl-Ieucotriène C4) provoquant un bronchospasme. Cette réponse se 

traduit, en plus de l'obstruction respiratoire, par une inflammation et une hyperréactivité 

des voies respiratoires 17. Chez certains individus, le niveau sanguin d'IgE total et 

spécifique est plus élevé que la moyenne; cet état se nomme l'atopie. Sans être 

nécessaire à la pathogénèse de l'asthme, les individus atopiques sont prédisposés à 

développer des maladies allergiques telles que l'eczéma, la rhinite allergique et 

l'asthmeI8
. 
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Figure 1.1. Mécanisme immunologique menant à l'asthme allergique; les effets 
physiologiques sont médié par la dégranulation des mastocytes suite à la dimérisation de 
deux complexes IgEIFCERI, induite par la présence d'un allergène. Busse et Lemanske, 

The New England Journal of Medecine, 2001 17 

Une autre variante moins connue du syndrome asthmatique est l'asthme 

professionnel qui se développe chez certains travailleurs à la suite d'une exposition 

continue à des substances volatiles retrouvées dans leur environnement de travail 19,20. 

Ces agents sont regroupés en deux catégories: les agents de haut poids moléculaire 

(ex. : les composés protéiques comme la farine, la levure de boulanger, la gomme de 

guar, etc.) et les agents de faible poids moléculaire (ex. : les produits chimiques comme 

les isocyanates, le formaldéhyde, etc.) 21,22. Les symptômes de l'asthme professionnel 

peuvent survenir soit pendant l'exposition aux substances volatiles, immédiatement 

après, ou encore longtemps après la première exposition. 
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L'asthme ne doit pas être confondu avec la maladie pulmonaire obstructive 

chronique (MPOC), qui en partage plusieurs symptômes. La MPOC consiste en un 

ensemble de maladies respiratoires qui comprend principalement la bronchite chronique 

et l'emphysème. Elle est caractérisée par une obstruction chronique des voies aériennes, 

généralement irréversible, contrairement à l'asthme. Bien que ces deux pathologies ont 

en commun de nombreux critères physiopathologiques, il en va tout autrement de leurs 

causes. En effet, la MPOC résulte principalement de l'exposition à la fumée de 

cigarettes 23,24. 

1.2 Le remodelage des voies respiratoires 

Le remodelage des voies respiratoires est un des événements les plus importants 

observé dans la physiopathologie de l'asthme. Bien qu'en théorie, le remodelage puisse 

avoir a des effets physiologiques bénéfiques, ils sont nettement surpassés par les effets 

délétères causés par le rétrécissement des voies respiratoires 25. Le remodelage est 

principalement caractérisé par un épaississement de la membrane basale, parfois associé 

à des lésions épithéliales, et par une angiogénèse26
• De plus, une hyperplasie, une 

hypertrophie et une métaplasie des fibroblastes et des cellules musculaires lisses 

bronchiques humaines (CMLBH) peuvent être observées 27,28. L'épaississement de la 

couche de muscle lisse fait partie des changements observés durant le remodelage 

associé à l'asthme 29. Le volume de muscle lisse ainsi retrouvé dans les parois 

bronchiques est plus élevé chez les patients asthmatiques que chez les sujets sains. Deux 

mécanismes cellulaires ont été proposés, soit l'hyperplasie et l'hypertrophie 30,31. Les 

mécanismes régulant 1 'hyperplasie des cellules de muscle lisse sont encore mal compris, 

mais ce phénomène pourrait être causé par une une prolifération cellulaire exagérée 32, 

une réduction de l'apoptose ou encore une migration cellulaire 25. 

Étant donné les contradictions existantes sur le sujet depuis les dernières années, 

il est légitime d'imaginer un mécanisme d'hyperplasie faisant intervenir les trois 

phénomènes à la fois. Plusieurs études suggèrent par contre que l'hypertrophie des 
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cellules de muscle lisse bronchique serait le facteur principal menant à l'épaississement 

de la couche de muscle lisse 28,31. Pour ajouter à la complexité des mécanismes de 

remodelage, des études ont montré qu'il était possible d'observer une augmentation de la 

quantité de matrice extracellulaire (MEC) aux alentours des cellules musculaires lisses 

33,34. En effet, les cellules musculaires lisses de patients asthmatiques possèdent une plus 

grande capacité à synthétiser des protéines de la MEC 35,36. Selon ces études, ce 

changement de composition extracellulaire pourrait contribuer de façon plus marquante 

à l'épaississement de la couche de muscle lisse que l'hypertrophie et l'hyperplasie. 

Bronche saine 

Inflammation 

Hyperplasie 

Hypertrophie 

Déposition de matrice extracellulaire 

Hypersécrétion de mucus 

--======::. ___ ... ~ Bronche asthmatique 

Figure 1.2. Résumé des différentes causes potentielles menant au remodelage des voies 
respiratoires présent dans la physiopathologie de l'asthme. Modifié de Shore, The New 

England Journal of Medecine, 200437 

1.3 Les cellules musculaires lisses bronchiques humaines 

Parmi les différents types cellulaires impliqués dans le processus de remodelage, 

les CMLBH jouent un rôle prépondérant 38,39. En effet, l'augmentation du volume des 

CMLBH a un effet direct sur la diminution de la lumière des voies respiratoires en 

accentuant la constriction bronchique 40; le phénomène affecte évidemment les fonctions 

respiratoires des patients asthmatiques. Ces cellules possèdent, de façon générale, trois 

phénotypes distincts 41. Il est possible de les différencier, en culture, selon leur profil 

d'expression génétique et leurs réponses à différents stimuli. Le phénotype 
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sécrétoire/prolifératif est caractérisé par la production et la sécrétion de divers 

médiateurs cellulaires comme des facteurs de croissances (PDGF, EGF, etc.) et des 

cytokines (interleukines et autres) 42. De plus, ces cellules possèdent une grande activité 

mitotique mais une capacité de contraction limitée. Le phénotype contractile, quant à lui, 

est défini par l'expression de plusieurs protéines contractiles, comme l'a-actine des 

muscles lisses et la myosine 43,44, en plus de certains marqueurs spécifiques comme la 

smootheline 45,46. Les CMLBH possédant ce phénotype répondent aux divers stimuli par 

une forte activité contractile; cette activité se fait cependant au détriment de leur activité 

mitotique. Le troisième phénotype n'est observable, pour l'instant, que dans des 

conditions in vitro. On l'obtient à la suite d'une déprivation en sérum pendant une 

période prolongée 47. Ce phénotype particulier, appelé hypercontractile, est caractérisé 

par une surexpression de certaines protéines contractiles, comme la myosin light chain 

kinase: il s'ensuit une contraction plus rapide et plus forte que chez les cellules 

contractiles normales 41, La présence d'une telle modulation phénotypique dans le 

remodelage des CMLBH observé dans l'asthme n'a pas encore été démontrée 

clairement. L'apparition potentiellement simultanée du phénotype sécrétoire/prolifératif 

et du phénotype hypercontractile pourrait complexifier l'identification de ces phénotypes 

in vivo. Toutefois, des études suggèrent la présence de ce type de modulation 

phénotypique dans la physiopathologie de l'asthme 41. 

1.4 Les métalloprotéinases de la matrice 

Les métalloprotéinases de la matrice (MMPs) sont une famille d'enzymes dont le 

rôle principal est de dégrader certaines protéines de la MEC. Cette famille se compose 

de plusieurs sous-classes. Ceci inclut les collagénases MMP-l, MMP-8, MMP-13, 

MMP-15, MMP-18 et MMP-21; les stromélysines MMP-3, MMP-lO, MMP-19 et 

MMP-20; les gélatinases MMP-2 et la MMP-9; les élastases MMP-7, MMP-12 et MMP-

26, et les MMP de types membranaires (MT-MMP) MMP-14 (MTI-MMP), MMP-15 

(MT2-MMP), MMP-16 (MT3-MMP), MMP-17 (MT4-MMP), MMP-24 (MT5-MMP) et 

MMP-25 (MT6-MMP) 48. Chaque MMP a un substrat spécifique, malgré certains 
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recoupements, surtout entre les membres d'une même famille. Par exemple, les 

gélatinases MMP-9 et MMP-2 dégradent principalement le collagène de type IV, qui est 

un des principaux constituants de la MEC des voies respiratoires 49. 

Les pro-MMPs comportent différents domaines ayant chacun une fonction 

particulière. On retrouve ainsi le propeptide qui est une séquence importante permettant 

l'inactivité des MMPs. In vivo, cette séquence d'acides aminés nécessite un clivage 

enzymatique; in vitro, le clivage peut être obtenu par divers agents chimiques tels le 

SDS, le gluthation oxydé, et les ROS (Reactive oxygen species) 48. Une fois le 

propeptide clivé, le domaine catalytique, contenant un ion de zinc propre à toutes les 

métalloprotéinases, peut remplir sa fonction principale de dégradation des substrats 

spécifiques à chaque MMP. Plusieurs autres domaines sont présents chez les MMPs, 

comme le domaine hémopexine, présent entre autres chez la MMP-9, qui est responsable 

de la liaison avec TIMP-l (section 1.5) et qui joue également un rôle dans la 

dimérisation de MMP-9 49. L'analyse approfondie des différents domaines des MMPs a 

été réalisée par VISSE et NAGASE en 2003, mais ils ne seront pas discutés en détail ici. 

La figure qui suit fait mention de la plupart des domaines qu'il est possible d'observer 

chez les MMPs. 

Signal Fibronectin 
Peptide Binding Site 

Funn Cstalytic Domain 
Cleavage Site 

Hinge Region 

Transmembrane 
Domain 

Figure 1.3. Représentation schématique des différents domaines protéiques chez les 
membres des MMPs; notons le propeptide dans la région N-terminale, ainsi que le 

domaine catalytique, contenant un ion de zinc, au le centre de la protéine. Rosenberg, 
GUa, 200250 

Certaines MMPs possèdent des localisations cellulaires particulières, par 

exemple, les MMPs membranaires sont retrouvées à la surface cellulaire tandis que 

d'autres, comme la pro-MMP-9, ont une localisation cytosolique et peuvent être 

sécrétées par la suite dans le milieu extracellulaire 48,49. 
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Les MMPs doivent être régulées de façon très stricte pour ne pas dégrader de 

façon excessive la matrice extracellulaire. C'est pourquoi ces enzymes possèdent leur 

inhibiteur spécifique (les TIMP, section 1.5). En plus de ces inhibiteurs particuliers, 

plusieurs MMPs peuvent s'activer et/ou se répresser mutuellement, par exemple, la 

MTI-MMP est responsable de l'activation de la MMP-2 51,52. D'autres MMPs peuvent 

s'autocatalyser pour donner des fragments protéiques tronqués soit plus actifs, ou encore 

inactifs. La figure qui suit résume quelques-unes des interactions observées dans la 

grande famille des MMPs (figure lA). 

toPA 
u-PA 

l 
plasmin 

MMP-l0 

F . MT·MMP-l 

MT-MMP-4 
MT-MMP-5 
MT·MMP-6 

MMP-Il 
(stromelysin-3) 

MMP-2 
(gelatinase A) 

Figure lA. Exemples des voies d'auto et de trans-activation de certains membres 
de la famille des MMPs; notons que la MMP-2 et la MMP-9 représentent des points 

centraux et peuvent être activées par au moins six MMP différentes. Van Den Steen et 
al, Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, 2002 

1.5 Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases 

Comme cité plus haut, les TIMPs (Tissue lnhibitors of Metalloproteinases) 

détiennent le pouvoir d'inhiber les MMPs en se liant de façon non-covalente avec celles­

ci 49. Seulement quatre TlMPs (TIMP-1 à 4) sont connus à ce jour et sont nécessaires 
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afin d'inhiber toutes les MMPs. De façon générale, les MMPs et les TIMPs s'associent 

dans un rapport stoechiométrique de 1: 1. C'est ainsi que TIMP-I se lie avec une forte 

affinité à la MMP-9 afin d'inhiber son activité, tandis que TIMP-2 et 3 peuvent se lier, 

mais avec une affinité moins grande. En comparaison, TIMP-2, 3 et 4 se lient avec une 

forte affinité à la MMP-2 49. La régulation de l'expression des TIMPs est également 

sujette à une étroite régulation. On note que TIMP-l est une protéine inductible dans 

certains types cellulaires, contrairement à TIMP-2 qui est, en général, exprimé de façon 

constitutive 53. Suite à des études de délétion des domaines C-terminal de TIMP-I et de 

MMP-9, Murphy, Goldberg, ainsi que leurs collègues respectifs, ont montré que la 

liaison de ces deux protéines se faisait vraisemblablement par leur domaine C-terminal 

54,55. La liaison entre ces deux types de protéines permet de contrôler le processus de 

renouvellement de la matrice extracellulaire 48. Ces inhibiteurs sont donc fréquemment 

étudiés en étroite relation avec les MMPs. 

Différentes études ont montré un déséquilibre du ratio MMP-9 : TIMP-l retrouvé 

dans l'expectoration induit de patients asthmatiques, favorisant la MMP-9 par rapport à 

TIMP-l 56-58. Ces mêmes études suggèrent que ce phénomène pourrait être associé à une 

exacerbation des symptômes asthmatiques. Dans une autre étude, les auteurs ont montré 

que le ratio MMP-9:TIMP-l sérique était un bon prédicteur de la réponse d'un patient à 

un traitement de corticostéroïde dans l'asthme 59. Cependant, d'autres chercheurs ont 

trouvé que ce même ratio était au contraire plus faible chez les patients asthmatiques et 

les sujets atteints de bronchite chronique que chez des individus sains 60. L'analyse 

bibliographique des travaux portant sur le déséquilibre du ratio MMP-9:TIMP-l 

démontre que le rôle de ces protéines dans la physiopathologie de l'asthme suscite 

encore beaucoup de controverse. Les différents auteurs conjecturent entre leur rôle 

bénéfique ou négatif dans la pathogenèse de la maladie et hésitent à les considérer 

comme une conséquence ou une cause de l'apparition de la chronicité de l'asthme. 

Les travaux portant sur le remodelage des voies respiratoires analysent surtout 

l'augmentation ou la diminution de l'expression de la MMP-9 comme ayant un rôle sur 
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l'augmentation ou la diminution de la dégradation de la MEC. Par ailleurs, Johnson et 

Knox ont montré que la MMP-2 était non seulement exprimée par les CMLBH mais que 

cette enzyme, en plus de son activité gélatinase, induisait de façon autocrine la 

prolifération des CMLBH 61. Cette étude pionnière a jeté les bases d'une nouvelle 

approche d'analyse fonctionnelle de ces protéines au-delà de leur fonction enzymatique 

primaire. Jusqu'à maintenant, aucune recherche de ce type n'a été faite concernant la 

MMP-9. De plus, les études portant sur l'expression de la MMP-9 dans les cellules 

musculaires lisses des voies respiratoires sont contradictoires. Foda et ses collègues ont 

montré que les CMLTH (cellules musculaires lisses trachéales humaines) exprimaient la 

MMP-2 de façon constitutive mais que ces cellules nécessitaient une stimulation par le 

PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) et le TNF-a pour produire la MMP-9 62. Plus 

récemment, l'étude d'Elshaw et collaborateurs a au contraire montré que la MMP-9, la 

MMP-2 et TIMP-l étaient exprimés chez les CML TH 63. 

1.6 Rôles de MMP-9 dans l'asthme 

Le rôle précis de la MMP-9 dans la physiopathologie de l'asthme reste encore à définir. 

Différentes études chez des souris transgéniques avec une délétion du gène MMP-9 ont 

présenté des résultats contradictoires. Ainsi, l'étude de Lim et collaborateurs a montré 

que, suite à une exposition aux allergènes, ces souris avaient une diminution de la 

fibrose péribronchique. Ils conclurent que la MMP-9 n'a pas de rôle significatif dans 

l'épaississement des muscles lisses, pas plus que dans la réactivité des voies respiratoires 

et l'activité de la muqueuse bronchique 64. Par contre, dans un modèle d'asthme 

expérimental similaire à celui utilisé par Lim, McMillan et collaborateurs ont montré 

une augmentation de l'inflammation des voies respiratoires induite par l'exposition à 

l'allergène 65. Ils conclurent alors que la MMP-9 joue un rôle critique dans la régulation 

du recrutement des éosinophiles et l'établissement de la réponse Th2 au niveau 

pulmonaire. L'ensemble de ces études permettent de suggérer que la MMP-9 pourrait 

jouer un rôle dans la physiopathogénèse de l'asthme, indépendamment de son activité 

enzymatique intrinsèque, en activant, par exemple, une entité réceptorielle. 
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J. 7 Le récepteur CD44 

Le récepteur CD44 est une glycoprotéine transmembranaire de classe 1 ayant été 

identifiée à l'origine comme une molécule d'adhésion et d'activation des cellules T 66. 

Ce récepteur est impliqué dans la régulation de la croissance, la survie, la motilité ainsi 

que la différenciation cellulaire 67. Le récepteur CD44 est exprimé sous plusieurs 

isoformes qui sont les résultats de l'épissage alternatif de l'ARN pré-messager. Ces 

isoformes, exprimés de façon différentielle selon le type cellulaire, le sont également en 

fonction du phénotype cellulaire 67-69. Ces variations génétiques se situent intégralement 

dans la tige extracellulaire du récepteur, comme illustrées à la figure 1.5. 
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Figure 1.5. La figure de gauche illustre la localisation des différents variants du 
récepteur CD44 ainsi que l'expression différentielle de ces variants selon le type 

cellulaire; la figure de droite illustre la structure du récepteur CD44 sous sa forme courte 
(CD44s) ainsi que l'emplacement dans la tige extracellulaire des variants (CD44vl-10). 

Ponta, 2003 67 

Le ligand orthostérique du récepteur CD44 est glycosaminoglycane nommé 

hyaluronan (HA) 70,71. Cependant, le récepteur CD44 peut être activé par plusieurs 

ligands différents et ainsi participer à une grande variété de mécanismes de signalisation 

cellulaire 72. Ainsi, la MMP-9 a été identifiée comme étant un ligand potentiel du 

récepteur CD44 dans des cellules de mélanome humain 73 amsi que des cellules 

endothéliales microvasculaires humaines 74. Il y a déjà 14 ans que l'expression de CD44 

a été rapportée dans les CML TH 75. Dans cette étude, Lazaar et son équipe ont observé 
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que l'interaction des lymphocytes Taux CMLTH, par l'intermédiaire du récepteur 

CD44, induisait la synthèse d'ADN chez les CMLTH. Peu de temps après, le laboratoire 

du Dr Halayko a montré que CD44 semblait être plus fortement exprimé chez les 

cellules en phase de prolifération 44. Cependant, depuis la publication de ces deux 

dernières études, aucune analyse n'a été faite sur le rôle de CD44 dans les cellules 

musculaires lisses des voies respiratoires. Ainsi, la possibilité que la MMP-9 soit un 

ligand pour CD44 et module les fonctions des cellules musculaires lisses bronchiques 

humaines n'a pas été étudiée. 

La cascade de signalisation intracellulaire empruntée par le récepteur CD44 suit 

deux voies distinctes, l'une menant à la prolifération cellulaire et l'autre induisant une 

inhibition de la croissance cellulaire 72. Ces voies impliquent essentiellement deux types 

de protéines, toutes impliquées dans l'organisation du cytosquelette d'actine, ainsi que 

dans la mobilité et l'architecture cellulaire 76,77. D'un côté, les protéines de la famille des 

ERM (pour Ezrin, Radixin et Moesin) sont requises lorsque CD44 est associé à un 

récepteur de facteur de croissance afin d'induire la prolifération cellulaire 67. De l'autre 

côté, le produit du gène suppresseur de tumeur neurofibromatosis-2 (NF2), une protéine 

appelée merline, est requis afin d'inactiver la voie des MAPK et alors induire une 

inhibition de la croissance cellulaire 72. Ces voies sont résumées dans la figure suivante. 
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Figure 1.6. La section de gauche présente la dimérisation du récepteur CD44 contenant 
le variant 6 avec le récepteur c-Met suite à la liaison du facteur de croissance HOF et 

montre l'implication de la protéine Ezrine dans l'activation de la transduction du signal 
afin de promouvoir la prolifération cellulaire; la section de droite présente l'interaction 
du récepteur CD44 avec la matrice extracellulaire et montre l'implication de la protéine 

merline dans l'inactivation de la transduction du signal afin d'inhiber la prolifération 
cellulaire. Orian-Rousseau, Médecine/Science, 2003 72 

Selon l'approche classique, les événements d'adhésion menant à la migration 

lymphocytaire vers les sites d'inflammation misaient sur le rôle des médiateurs 

chimioattractants solubles. Toutefois, certaines composantes de la MEC peuvent 

fortement influencer le recrutement et l'activation des cellules inflammatoires 78. Par 

exemple, le HA et la fibronectine peuvent directement influencer le chimiotactisme, la 

survie et la fonction des éosinophiles 78. Comme CD44 semble être un récepteur 

lymphocytaire important pour le HA, il pourrait ainsi jouer un rôle dans la pathogenèse 

de l'asthme 79. Une étude, réalisée par Katoh et collaborateurs, portant sur le rôle de 

CD44 dans deux modèles distincts d'asthme expérimental, a montré des effets 

inhibiteurs doses dépendants 80. Ces effets ont été obtenus suite à l'altération des 

fonctions de CD44 à l'aide d'anticorps monoclonaux. Plusieurs manifestations 

physiopathologiques de l'asthme ont été diminuées de façon significative dont le 

recrutement leucocytaire, la production de cytokines de type Th2 (mais pas de type Th!) 
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et l'augmentation de l'hyperréactivité bronchique. Cette étude suggère fortement un rôle 

pro-inflammatoire du récepteur CD44. Par contre, une étude de Teder et collaborateurs, 

parue en 2002 dans Science, sur des souris déficiente en CD44 (CD44-1
-) a montré une 

inflammation pulmonaire exagérée dans un modèle de blessure pulmonaire non­

infectieux. Ces souris CD44-1- avaient des niveaux élevés de leucocytes pulmonaires 

(neutrophiles, macrophages et lymphocytes), de chimiokines et de HA, suggérant, dans 

ce cas-ci, un rôle protecteur anti-inflammatoire du récepteur CD44 au niveau 

pulmonaire8l
. Bien que ces deux études aient utilisé des méthodologies différentes, la 

divergence de leurs conclusions confirme que le rôle précis du récepteur CD44 est 

complexe et qu'il n'a pas été établi clairement dans la physiopathologie de l'asthme. 

Nrway ......... __ Lung ........... __ Blood vessel 

Degranulaoon 

/
-. " - ' . Exlracellular malrix 

~CD44 

44 

.... EOlaxins • ~ ~ • 
~ TARC IV~ LT 

IL·4 :>\ 
~ CD4. 

TH, ce" 
~J 

EX1raceUutar malrÎJC 

Figure 1.7 : Illustration schématique de certains mécanismes immunologiques 
impliquant le récepteur CD44 dans le développement de l'inflammation allergique des 

voies respiratoires. Rothenberg, The Journal of Clinical Investigation, 2003 79 

Comme mentionné précédemment, très peu d'études démontrent une interaction 

fonctionnelle entre le récepteur CD44 et la MMP-9. Cependant, de plus en plus de 

chercheurs rapportent leur colocalisation à la surface cellulaire; il est à noter que ces 

études sont principalement réalisées dans des lignées cellulaires cancéreuses 73,82-84. 
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Seules quelques études font mention d'une telle interaction dans des cellules primaires 
74,85 

1.8 Objectifs de recherche 

Du fait de la controverse sur l'expression de MMP-9, mon projet de maîtrise 

avait pour but, dans un premier temps, de déterminer l'expression de la MMP-9 dans les 

CMLBH. Les résultats issus de cette première partie de mon projet sont présentés dans 

une section indépendante de l'article. Dans un deuxième temps, mes travaux de 

recherche ont porté sur l'expression, la localisation et la fonction du récepteur CD44 

chez les CMLBH. Finalement, j'ai étudié le rôle de la protéine MMP-9 sur la fonction 

des CMLBH ainsi que sa possible interaction avec le récepteur CD44. Les résultats 

obtenus dans cette deuxième phase de mon projet ont mené à l'écriture d'un article 

original inclus dans ce mémoire et qui sera soumis prochainement au «Journal of 

Allergy and Clinical Immunology ». 
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Section 2. Matériels et méthodes 
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2.1 Culture cellulaire 

Les cellules musculaires bronchiques humaines (CMLBH) ont été achetées de la 

compagnie Cambrex (division de Lonza Group; Suisse) et maintenues en cultures dans 

le milieu spécifique aux CMLBH SmGM®-2 BulletKits® contenant 5% de FBS (pour 

Fœtal Bovine Serum) et les facteurs du BulletKits® (EGF, FGF et 

gentamicine/amphotericine B ) dans un atmosphère contenant 5% de CO2 à 37°C. Les 

cellules ont été utilisées à un passage inférieur à 15, selon la recommandation de 

Cambrex (un passage représentant un doublement de population et le temps 

approximatif de doublement est de 36 hrs). Pour le passage des cellules, une solution de 

PBS IX, de trypsine (0,025%) et d'EDTA (0,01 %) a été utilisée. Les cellules ont été 

cultivées de 30 à 90 % de confluence selon les besoins de l'expérience. La confluence 

cellulaire est évaluée arbitrairement en fonction du pourcentage apparent de surface de 

la flasque (ou du puit) qui est couvert par les cellules. La lignée cellulaire U-937 

(ATCC® Number: CRL-1593.2™) provenant d'un lymphome histiocytique a été utilisée 

comme contrôle positif pour la détection de MMP-9. Les U-937 ont été cultivées dans le 

milieu de culture RPMI 1640 contenant 2mM de L-glutamine, 4,5g/L de glucose, 1,5 

g/L de bicarbonate de sodium, 10mM d'HEPES, ImM de pyruvate, 100 U/ml de 

pénicilline et 100ug/ml de streptomycine (PIS) et 50 ml de FBS inactivé. 

2.2 Extraction d'ARN et RT-PCR 

L'ARN total a été isolé des HBSMC à l'aide de la solution TRIzol (lnvitrogen, 

Missisauga, Canada) comme décrit précédemment 86. Par la suite, une transcription 

inverse a été réalisée à partir de 2 !lg d'ARN pour former de l'ADN complémentaire en 

utilisant 200 U de transcriptase inverse « SuperScript ™ II » (lnvitrogen), de l'inhibiteur 

de RNase et des oligo(dT) comme amorces. Les gènes d'intérêts ont été amplifiés à 

l'aide d'un PCR classique. La réaction de PCR contenait: 3 mM MgCh, du tampon de 

PCR IX, 0,4 mM dNTP, 0,4 !lM de chaque amorce sens et antisens, 0,625 U de 

polymérase Taq Platinum (lnvitrogen) et 1 !lI de matrice d'ADNc. Le gène MMP-9 

(numéro d'accession « gene bank» NM_004994) a été amplifié avec deux séries 
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d'amorces: sens 5' TGGGGGGCAACTCGGC et antisens 3' 

CTGGGCTT AGA TCA TTCC, dont le design a été réalisé par notre laboratoire, et sens 

5' TTGACAGCGACAAGAAGTGG et antisens 3' CCCTCAGTGAAGCGGTACAT 

(El shaw, 2004). Les amorces 5' font parties de l'exon 7, tandis que les amorces 3' sont 

incluses dans l'exon 8. Le témoin négatif (No-RT) consiste à ajouter 1 III d'eau plutôt 

que 1 III d'ADNc. Le témoin positif a été réalisé avec l'ADNc de cellules U937 produit 

tel que décrit pour les CMLBH. Le programme d'amplification avait les paramètres 

suivants: 1. Dénaturation à 94°C (5 min), 2. Dénaturation à 94°C (45 sec), 3. 

Appariement à 56°C (1 min 40 sec), 4. Polymérisation à 65°C (2 min 40 sec), ensuite, 

les étapes 2 à 4 sont répétées pour un maximum de 40 fois, 5. Polymérisation à 65°C (10 

min) et 6. Conservation à 4°C (00). Les échantillons sont ensuite déposés sur un gel 

contenant de 1 à 2% d'agarose et 0,01 % d'EtBr, suivit d'une migration à 70V. Les 

photos sont prises avec le système d'acquisition de Syngene permettant une exposition 

sécuritaire du gel au UV pendant la prise de photos. 

2.3 Analyse par immunobuvardage 

Les extraits cellulaires ont été récoltés dans un tampon de lyse contenant lM 

Tris-HCl à pH 7,5, 0,5 M EDTA à pH 8, 1,5 M NaCl, 1 M NaF, 1 M Na3V07, 50% 

glycerol, 1 M CHAPS, 100 mM PMSF et du PIC (Protease lnhibitor Cocktail; Sigma­

Aldrich, Missisauga, Canada). En général, 15 III de tampon de migration (Bio-Rad 

Laboratories lnc.) ont été ajoutés à 15 III d'échantillon (milieu ou extrait cellulaire). Les 

échantillons ont ensuite été déposés sur un gel de SDS-PAGE contenant de 8 à 12% 

d'acrylamide. La Pro-MMP-9 et la MMP-9 active 82/67 kDa ont été utilisées comme 

contrôles positifs (Calbiochem, La Jolla, USA). Après la migration, les protéines ont été 

transférées sur des membranes de PVDF (Bio-Rad, Mississauga, Canada) qui ont été 

incubées pendant une nuit à 4°C dans 5% de lait en poudre dilué dans du TBS-T 

(tampon tris salin contenant 250111 de twen-20). La détection des protéines a été réalisée 

avec un anticorps monoclonal de souris dirigés contre la NIMP-9 (clone IA5; 

Calbiochem; dilution 1 :666). L'immunodétection a été réalisée avec l'anticorps 
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secondaire âne anti-souris (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, dilution 

1: 10000) et les réactifs « SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity» (Pierce 

Biotechnology Inc. Rockford, USA). Pour l'analyse semi-quantitative de l'expression 

des MMPs, le gène conservé (housekeeping gene) GAPDH (ab9485; Abcam Inc. 

Cambridge, USA; dilution 1 :5000) a été détecté suite au reconditionnement (stripping) 

des membranes avec une solution de glycine 0,1 M à pH 2,7 suivi d'un blocage dans 5% 

de lait en poudre dilué dans du TBS-T. L'analyse densitométrique semi quantitative des 

bandes immunoréactives a été réalisée à l'aide du logiciel GeneTools de la compagnie 

Syngene. 

2.4 Analyse par zymographie 

Les activités gélatinases ont été déterminées dans les extraits cellulaires et les 

surnageants en préparant les échantillons de la même façon que pour 

l'immunobuvardage. Par la suite, ils ont été déposés sur un gel « Novex® 10% 

Zymogram (Gelatin) » pré-coulé (Invitrogen™). Après la migration, les gels ont été 

révélés dans un tampon de renaturation (Novex® Zymogram Renaturing Buffer IX) 

permettant d'activer les formes latentes des MMPs, suivi d'une incubation dans un 

tampon de développement (Novex® Zymogram Developing Buffer IX), le tout selon 

les directives du fabricant. Les protéines humaines purifiées pro-MMP-9, pro-MMP-2 et 

MMP-9 active (Calbiochem, La Jolla, USA) ont été utilisées comme contrôles positifs. 

Le gel a ensuite été coloré à l'aide du colorant SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen™). 

Le gel ainsi obtenu est coloré en bleu de façon uniforme, sauf dans les zones où il y a eu 

digestion enzymatique. Ces zones plus claires varient d'intensité en fonction de l'activité 

enzymatique présente. Les photos ont été prises à l'aide d'un scanner conventionnel et 

analysées avec le logiciel Adobe Photoshop Elements 2.0. 
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Section 3. Résultats 
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3.1 Absence de transcrits d'ARNm pour la pro-MMP-9 dans les CMLBH 

Notre première approche expérimentale afin d'examiner l'expression du gène 

pro-MMP-9 chez les CMLBH a été d'ensemencer les cellules dans des plaques de six 

puits à des confluences de 30, 60 et 90%. L' ARN total a été extrait pour des analyses 

subséquentes de RT-PCR. Une confluence de 30% correspond au phénotype 

prolifératiflsécrétoire des CMLBH, tandis qu'une confluence de 90% correspond à un 

état d'arrêt de prolifération cellulaire presque total qui mènera les cellules à acquérir leur 

phénotype contractile 87. Les transcrits d'ARNm pour la pro-MMP-9 n'ont pas été 

détectés dans les CMLBH suite à l'utilisation de ces conditions expérimentales, quelle 

que soit la paire d'amorces de PCR utilisée (figure 2.1). Par contre, le gène pro-MMP-9 

a été amplifié à partir de la lignée cellulaire humaine U937 88,89, validant ainsi nos 

conditions expérimentales. 

CMLBH 

A 
PrcrMMP-9 

B 
PrtrMMP-9 

Figure 2.1. Détermination de l'expression de MMP-9 dans les CMLBH. Les analyses 
par RT-PCR montrent l'absence de détection de transcrits d'ARNm pour la pro-MMP-9 

suite à l'utilisation (A) des amorces designer par notre laboratoire et (B) des amorces 
designer par le groupe de Elshaw 63. Dans les deux cas, la lignée cellulaire U937 a été 

utilisée comme contrôle positif. No-RT = contrôle négatif. 
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3.2 Les extraits cellulaires de CMLBH contiennent de la pro-MMP-2 et de la MMP-9 

active, mais ne contiennent pas de pro-MMP-9 

Afin d'étudier l'expression du gène pro-MMP-9 au niveau protéique dans les 

CMLBH, l'activité gélatinase a été examinée par zymographie en fonction de la 

confluence cellulaire. De façon similaire aux CMLTH et aux CMLVH 63,90, la pro­

MMP-2 (72kDa) a été détectée dans les extraits cellulaires des CMLBH (figure 2.2A). 

De plus, l'analyse des zymogrammes indique que les CMLBH ne contiennent pas de 

pro-MMP-9 (figure 2.2A). Il est intéressant à noter qu'une activité gélatinase a été 

détectée à un poids moléculaire d'environ 66 kDa. Cette bande peut représenter la forme 

active de MMP-2 à 66 kDa et/ou une forme active de MMP-9 à 67 kDa. Des analyses 

par immunobuvardage pour la détection de MMP-2 ont indiqué que l'activité gélatinase 

détectée à 66 kDa ne correspond pas à la MMP-2 (résultats non montré). Par contre, les 

analyses par immunobuvardage pour la détection de pro-MMP-9 révèlent une bande 

immunoréactive à 67 kDa et confirment l'absence d'expression de la pro-MMP-9 dans 

les extraits cellulaires de CMLBH (figure 2.2B). De plus, les niveaux détectés de MMP-

9 à 67 kDa sont en fonction de la confluence cellulaire, étant plus élevés pour les 

CMLBH dans le phénotype prolifératif/sécrétoire (figre 2.2C). Toutefois, cette 

expression de MMP-9 à 67 kDa dans les CMLBH est très surprenante considérant que 

cette forme intracellulaire activée de MMP-9 n'a jamais été reportée dans des cellules 

des voies respiratoires ou toutes autres cellules humaines. 
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Figure 2.2. Détermination de l'expression de MMP-9 dans les CMLBH. (A) Les 
analyses par zymographies indiquent la présence de pro-MMP-2, mais pas de pro-MMP-

9. Une activité gélatinase est détectée aux environs de 66 kDa. (B) Les analyses 
d'immunobuvardages de HBSMC ayant une confluence de 30, 60 ou 90% confIrment 

l'absence de pro-MMP-9 et identifIe la forme active de MMP-9 à 67 kDa. (C) L'analyse 
densitométrique semi-quantitative du ratio MMP-9/GAPDH indique que le niveau de 

détection de la MMP-9 à 67 kDa est en fonction de la confluence cellulaire (n=3). 
* = Différence signifIcative entre le ratio à 30% comparé aux ratios à 60 et 90% 
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3.3 La présence de la forme active de MMP-9 n 'est pas due à une dégradation 

enzymatique de la pro-MMP-9 

Il est connu que plusieurs membres de la famille des MMPs possèdent la capacité 

de s' auto-activer et de se trans-activer en clivant la forme pro-MMP en MMP active. 

Afin de déterminer si la forme active de MMP-9 détectée dans les extraits cellulaires est 

attribuable à une activation de la pro-MMP-9, l'inhibiteur des MMPs à large spectre 

GM6001 (Calbiochem, La lo1la, USA) a été ajouté à différentes concentrations au 

tampon de lyse avant la préparation des extraits cellulaires. Les analyses subséquentes 

par immunobuvardage indiquent que la bande immunoréactive à 67 kDa est toujours la 

seule détectée pour MMP-9 (figure 2.3). Ce résultat suggère fortement que la forme 

active de MMP-9 détectée par zymographie et immunobuvardage ne corresponde pas à 

une activation de pro-MMP-9 par d'autres MMPs. 

Extrait cellulaire (30%) 
Pro- MMP-9 GM6001 GM6001 ContrOle 

kDar-~MM~~P-~9~~AdW~~e ____ 1~~~n~M ____ 2_7~O~n~M~~~G~M~60~O~1~ 
92- kDa 
82-

-67 
64-~ ________________ ~~~ ____________________________________________________ ~ 

Figure 2.3. Détection de MMP-9 dans les extraits cellulaires de CMLBH traités avec 
l'inhibiteur à large spectre des MMPs, le GM6001. Les analyses d'immunobuvardages 

d'extrait de CMLBH à 30% de confluence en présence ou en absence de GM6001 
indiquent que la forme de MMP-9 à 67 kDa ne provient pas du métabolisme d'activation 

de pro-MMP-9. 

Comme la plupart des protéases sérines, cystéines, aspartiques et 

aminopeptidases humaines sont inhibées par le PIC utilisé dans le tampon de lyse, il est 

également peu probable que la forme active de MMP-9 détectée soit attribuable à une 

dégradation enzymatique de la pro-MMP-9. Ainsi, nous avons postulé que la forme 

active de MMP-9 détectée pourrait provenir du milieu de culture. Afin de vérifier cette 

possibilité, du milieu de culture complet a été analysé pour la détection de MMP-9. Les 

résultats d ' immunobuvardage révèlent que le milieu de culture contient la forme active 
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de MMP-9 à 67 kDa (figure 2.4A). Afin de démontrer que cette forme active détectée 

dans les extraits cellulaires provenait bien du milieu de culture, les cellules ont été 

cultivées pendant 24 heures dans du milieu de culture sans sérum. Comme l'indique la 

figure 2.4B, la forme de MMP-9 à 67 kDa n'est plus détectée dans les extraits cellulaires 

lorsque les cellules sont cultivées dans un milieu de culture sans sérum. 

Pro- MMP-9 

kDa 

92 kDa 

A 82-
-67 

64 

MMP-9 
Extrait cellulaire 

Pro-

kDa 
kDa 

B 92-
82-

-67 
64-

Figure 2.4. Détection de MMP-9 dans le milieu de culture complet et dans les CMLBH 
cultivés dans un milieu sans sérum. (A) Les analyses d'immunobuvardages de dilutions 
du milieu de culture complet indiquent que le sérum contient la forme active de MMP-9 

à 67kDa puisque (B) cette forme n'a pas été détectée dans les extraits cellulaires de 
CMLBH à 30, 60 ou 90% cultivées pendant 24 h en milieu déprivé en sérum. SmGM2 = 

Smooth muscle growth medium 2 
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3.4 Discussion de la 1ère partie 

L'ensemble des résultats de cette première partie de notre étude suggère fortement que la 

forme de MMP-9 à 67 kDa présente dans le sérum se lie aux CMLBH. Ainsi, nous 

proposons que la MMP-9 à 67 kDa détectée dans les extraits cellulaires est le résultat de 

sa liaison à un récepteur membranaire. En regard de la littérature, il semble que le 

récepteur CD44 possède la capacité de lier la MMP-9 73,74. La suite de ce projet, qui est 

présentée dans l'article suivant, porte sur l'expression du récepteur CD44 chez les 

CMLBH, de son interaction avec MMP-9 et du rôle de MMP-9 en tant que ligand de 

CD44 dans la modulation de la fonction des CMLBH. 
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Section 4. Article 

MMP-9/CD44: A novelligand/receptor complex involved in the regulation ofhuman 
bronehial smooth muscle eell funetion 

P. G. Tétreault, M. Welman, B. Lefort, K. Maghni 

Research Center, Sacré-Cœur Hospital of Montreal, Laboratory of Asthrna 
Neuroirnrnunology, Université de Montréal, Montréal, Quebec, Canada 
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Background: The matrix metalloproteinase (MMP) -9 is believed to be implicated in 

the process of airway remodeling in asthma. However, studies in MMP-9 knock out 

mice indicated that MMP-9 deficiency promotes allergen-induced airway inflammation, 

which finding suggests that MMP-9 may act as a negative regulator in asthma 

pathogenesis. Furthermore, this unexpected role of MMP-9 in the modulation of allergic 

airway inflammation suggests that MMP-9 may have roles in asthma that are 

independent of its intrinsic enzyme activity. Interestingly, recent studies have reported 

that MMP-9 is a ligand of the CD44 receptor. 

Objective: To determine the expression and functionality of the CD44 receptor in 

human bronchial smooth muscle cells (SMC), and to examine whether MMP-9 is a 

ligand for the CD44 receptor and regulates cell function. 

Methods: CD44 receptor expression was determined by RT -PCR, immunoblot (lB) and 

flow cytometry. The interaction between MMP-9 and the CD44 receptor was assessed 

by immunoprecipitation (lP) followed by lB for the detection of MMP-9 or CD44. The 

functionality of the CD44 receptor was assessed by the quantification of receptor 

intemalization in response to stimuli. Cell growth was assessed using the CyQUANT NF 

proliferation kit. 

Results: RT -PCR analysis showed that CD44 is expressed, at least, as the v6 and v8 

variants in human bronchial SMC. Immunoblot and flow cytometric analysis confirmed 

the expression of the CD44 receptor. Interestingly, both analyses indicated that CD44 

receptor expression is a function of cell confluency, being highly expressed in cells in 

the proliferating phase. IP/IB analyses revealed the formation of a MMP-9/CD44 

complex, and both pro-MMP-9 and active MMP-9 induce the internalization of the 

CD44 receptor. These findings indicate that both forms of MMP-9 are likely to be 

ligands of this receptor. Very interestingly, we found that active MMP-9, and to a lesser 

extent pro-MMP-9, act as negative regulators of airway SMC growth. 

Conclusion: Our study is the first report on MMP-9/CD44 as a new Iigand/receptor 

complex involves in the regulation of human bronchial SMC growth, which finding 

provides new insights on the potential role of MMP-9 in airway remodeling in asthma. 
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4.1 Introduction 

Airway remodeling is one of the hallmarks of asthma pathophysiology, and 

includes mainly increase in smooth muscle mass, subepithelial fibrosis and 

neovascularisationl
, 2. Changes in smooth muscle mass are attributable to hypertrophy 

and hyperplasia of airway smooth muscle cells3
• There is growing evidence that human 

airway smooth muscle cells (SMC) may directly participate in the pathological changes 

observed in allergie airways by releasing a variety of mediators such as neuropeptides 4 

and matrix metalloproteases (MMPs) 5-7. MMPs are an enzyme family responsible for 

the degradation and regeneration of the extracellular matrix which are likely to be 

involved in the process of airway remodeling in asthma 8, 9. Among its members, pro­

MMP-9 is believed to play an important role in airway remodeling because its release is 

increased in the airways of mi Id to severe asthmatic subjects, or following allergen 

challenges in asthmatic airways 10-12. Surprisingly, studies in MMP-9 knock out mice 

indicated that MMP-9 deficiency potentiates allergen-induced airway inflammation 13. 

This finding argues for a role of MMP-9 as a negative regulator of the development of 

allergie airway responses. Furthermore, this unexpected role of MMP-9 in the 

modulation of allergie airway inflammation suggests that MMP-9 may have roles in 

asthma pathogenesis that are independent of its intrinsic enzyme activity. 

Recent studies have reported that MMP-9 is a ligand of the CD44 receptor on 

human melanoma cells and human microvascular endothelial cells 14, 15. CD44 receptor 

is a class l transmembrane glygoprotein which was first identified as an homing 

molecule for leukocyte adherence and T-cell activation 16. CD44 receptor is involved in 

the regulation of cell growth, survival, motility and differentiation 17,18. This receptor is 

expressed as multiple isoforms, which is the result of alternative splicings of its pre­

mRNA, and the se isoforms are differentially expressed as a function of cell type and cell 

phenotype 19. Moreover, the CD44 receptor can be activated by various ligands and 

therefore participate in a wide variety of cell signaling responses. The expression of the 
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CD44 receptor was reported in human tracheal SMC 17,20. A role was found for the 

CD44 receptor in human trac he al SMC-T lymphocytes interaction-induced SMC 

proliferation 17. However, the other roles of the CD44 receptor in the modulation of 

airway SMC function are unknown. Furthermore, whether MMP-9 is a ligand of the 

CD44 receptor and modulates airway SMC function is also unknown. 

The aim of this study was to determine the expression of the CD44 receptor in 

human bronchial SMC, to examine whether MMP-9 is a ligand of the CD44 receptor 

and to determine the role of the CD44/MMP-9 complex in human bronchial SMC 

function. Our study provides the frrst evidence that human bronchial SMC expressed a 

functional CD44 receptor, and indicates a new role for MMP-9 unrelated to its intrinsic 

metalloproteinase activity. 
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4.2 Materia1s and Methods 

4.2.1 Cel! culture 

Human bronchial smooth muscle cells were purchased from Cambrex (division 

of Lonza Group; Switzerland) and maintained in specifie human bronchial SMC media 

SmGM®-2 BulletKits® containing 5 % FBS and growth factors in an atmosphere of 5% 

CO2 at 37°C. Cells were used at 15 or less passages as recommended by Cambrex (one 

passage represent one population doubling and the approximate doubling time is 36 hrs). 

For cell passages, PBS IX, trypsin (0.025%) and EDTA (0.01%) solution was used. 

Cells were grown from 30% to full confluency depending on the experimental 

conditions. 

4.2.2 RNA extraction and RT-PCR 

Total RNA was isolated from human bronchial SMC using TRIzol reagent 

(Invitrogen, Missisauga, Canada) as previously described 4. Briefly, RNA (2 !lg) was 

reverse transcribed into cDNA using 200 U of SuperScript™ II Reverse transcriptase 

(Invitrogen), RNase inhibitor and oligo( dT) as primer. Genes of interest were then 

amplified using conventional PCR. The PCR mixture consisted of: 3 mM MgCh, IX 

PCR buffer, 0,4 mM dNTP, 0,4 !lM of each sense and antisense primer, 0,625 U of Taq 

Platinum polymerase (Invitrogen) and 1 !lI of the cDNA template. CD44 gene was 

amplified using PCR primers that correspond to the gene sequence common to all CD44 

isoforms: sense (exon 5): 5'GCAGCACTTCAGGAGGTTACA3' and antisense (exon 

15): 5'GGGTGGAATGTGTCTTGGTC3' (gene bank number NM_00061 0), and PCR 

primers specifie for the CD44 variant 6 antisense (exon 10): 

5'TCTGTTGCCAAACCACTGTTC3' and variant 8 (exon 12): 

5'GCTGCGTTGTCATTGAAAGAG. Negative control consists of adding 1 !lI of water 

into test tube instead of cDNA. PCR samples were electrophorized at 70 Volt on 2% 
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agarose gel and 0,01 % EtBr. Gel revelation were performed using Syngene safe UV 

exposition acquisition system and GeneTools software (Syngene). 

4.2.3 lmmunoblot analysis 

Cell extracts were collected in lysis buffer containing lM Tris-HCl at pH 7.5,0.5 

M EDTA at pH 8,1.5 M NaCI, 1 M NaF, 1 M Na3V07, 50% glycerol, 1 M CHAPS, 100 

mM PMSF and PIC (protease inhibitor cocktail; Sigma-Aldrich, Mississauga, Canada). 

Samples were electrophorized on 8 to 12% SDS-PAGE. Human pro-MMP-9 and active 

82/67 kDa MMP-9 were used as positive controls (Calbiochem, La Jolla, USA). After 

migration, proteins were transferred onto PVDF membranes (Bio-Rad, Mississauga, 

Canada) and then incubated over night in 5% powder milk in TBS-T. Immunoblotting 

was performed using mouse monoclonal antibodies against MMP-9 forms (clone IA5; 

Calbiochem, Darmstadt, Germany; dilution 1 :666), the CD44 receptor (clone MEM-85; 

Bio Vendor Laboratory Medicine, Inc. Czech Republic; dilution 1 :666) or 

phosphorylated MAPK Erk1l2 (clone E10; Cell Signalling, Denver, USA; dilution 

1: 1 000). Immunodetection was done using a donkey anti-mouse secondary antibody 

(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, dilution 1: 1 0000) and SuperSignal West 

Femto Maximum Sensitivity Substrate system (Pierce Biotechnology, Inc. Rockford, 

USA). For semi-quantitative analysis of proteins expression, the housekeeping gene 

GAPDH (ab9485; Abcam inc. Cambridge, USA; dilution 1:5000) was detected after 

stripping membranes with a solution of glycine O,lM (pH 2.7) followed by blocking in 

5% powder milk in TBS-T. The densitometry analysis of immunoreactive bands was 

performed using GeneTools software from Syngene. 

4.2.4 lmmunoprecipitation analysis 

To examine the interaction between MMP-9 and CD44, immunoprecipitation 

experiments were performed prior to WB analysis. Cell extracts were collected in the 

same lysis buffer as for immunobloting, and protein levels were quantified using Bio­

Rad DC prote in assay reagents (Bio-Rad, Mississauga, Canada). Briefly, protein A 
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agarose beads (30111) were first incubated for lh at 4°C with 51lg of CD44 primary 

antibody (clone MEM-85) then washed with PBS IX. A minimum of 251lg of proteins 

were added to the mixture and left over overnight at 4°C. After washing steps, beads 

were resuspended in 60111 of Laemmli sample buffer and boiled at 120°C for 5 minutes. 

Beads were then collected by microcentrifuge pulse and supernatant fraction was 

collected for immunoblot analysis. 

4.2.5 Immunocytofluorescence and deconvolution analysis 

To determine the localization of the CD44 receptor in human bronchial SMC, 

cells were seeded on sterile coyer slide placed into 6 weIl plates. Once cells reached the 
1 

desired confluence, cells were fixed with 2% PFA (in sterile PBS) for 15 minutes at 

room temperature (RT) then blocked with Image-It Fx enhancer (Invitrogen™) for 

another 15 minutes at RT. Slides were then incubated overnight with CD44 primary 

antibody (clone MEM-85 1:250) and isotype control (1:125) in wet chamber at 4°C. 

After lh of incubation with chicken anti-mouse antibody conjugated to Alexa Fluor® 

488 (1 :2000). Nuclei were stained with 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, 1: 1 000). 

ProLong® Gold antifade reagent (Invitrogen TM) was used to prevent photobleaching of 

Alexa molecules. Slides were analyzed using the automated inverted epifluorescence 

microscope Olympus IX-81 (Olympus, Canada). Images were captured with the camera 

CooiSNAP-pro cf monochrome (Roper Scientific, Tucson, USA) and Image-Pro Plus 

5.0 software (Media Cybernetics, USA), and treated for deconvolution analysis using 

SharpStack Plus 3D Blind deconvolution software (Media Cybernetics). 

4.2.6 Flow cytometric analysis 

Human bronchial SMC were grown in complete culture medium at different cell 

confluency (30 to 90 %). After tripsinization, cells were resuspended at a concentration 

of 106 cells/ml, washed in PBS, and then incubated for 30 minutes at 4°C with 10 Ilg/ml 

of CD44 primary antibody (clone MEM-85). Isotype control antibody was incubated 

with cells as described above. Chicken anti-mouse antibody conjugated to Alexa Fluor® 
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488 (1llg/m1) was used as secondary antibody. In other series of experiments, the 

expression of the CD44 receptor on cell surface was examined using HA (1000 Ilg/ml) 

conjugated to FITC (Carbomer, San Diego, Califomia, USA). Flow cytometric analysis 

was performed using the Epics XL from Beckman Coulter and Exp032 software. For 

CD44 receptor intemalization experiments, trypsinized human bronchial SMC were 

incubated for 4h with either HA (10 mg/ml), MMP-9 67 kDa (250 ng/ml) or pro-MMP-9 

92 kDa (250 ng/ml) prior to cell labeling for the detection of the CD44 receptor or 

control isotype as described above. 

4.2. 7 Proliferation assay 

To determine the effects of MMPs and hyaluronan (HA) on human bronchial 

SMC growth, cells were left for adhesion in sterile 96-well Microlon Fluotrac 600 black 

plate (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany) for at least 12 hrs. Culture medium 

was then discarded and replaced by complete medium with 1.25 % (MMPs) or 2.5 % 

(HA) FBS containing various concentrations of hyaluronan, MMP-9 67 kDa or pro­

MMP-9. Cell proliferation was assessed 72 hrs later using the CyQUANT NF kit 

(Invitrogen), which assay is based on the incorporation of a fluorescent DNA binding 

dye using a plasma membrane permeabilization reagent allowing dye to reach cell 

nuclei. This as say was selected over several because it uses a non-radioactive compound 

that avoids to wash cells after the incorporation of the fluorescent DNA binding dye, and 

it is more suitable for the determination of airway smooth muscle cell growth than other 

assays 21. The incorporation of fluorescence was quantified using POLARstar optima 

microplate reader (BMG Labtech, Offenburg, Germany). At the time of cell growth 

quantification, a standard curve was drawn by adding into wells of the same culture plate 

known concentrations of trypsinized human bronchial SMC (from 5000 to 100,000 

ceIls/weIl) and the fluorescent DNA binding dye. Data are expressed as the percentage 

of cell growth or cell growth inhibition compared to control conditions. 



4.2.8 Statistical analysis 

Data are represented as mean ± SEM. Statistical comparison was performed 

using the Student' s t test. A difference was considered to be statistically significant 

when the P value was less than 0.05. 
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4.3 Results 

4.3.1 Human bronchial SMC express a functional CD44 receptor 

To the best of our knowledge, only two studies have reported the expression of 

the CD44 receptor in human airways, more precisely in tracheal SMC 17,20, and only 

one ofthese studies described a role for this receptor. In the present study, we have first 

addressed the issue of CD44 receptor expression in human bronchial SMC. RT-PCR 

analysis indicated that human bronchial SMC express the CD44 receptor, at least, as the 

variant 6 and 8 (figure 3.IA). Immunoblot analysis revealed that human bronchial SMC 

express the CD44 receptor as a mature protein (figure 3.IB). The immunoreactive band 

detected around 80 kDa is likely to represent the smallest variant of the CD44 receptor 

(figure 3.IB). Interestingly, we found that the expression of the CD44 receptor was a 

function of ceU confluency, being higher for human bronchial SMC in the proliferating 

phase (figure 3.1). Epifluorescence microscopy with deconvolution analysis indicated 

that the CD44 receptor is expressed on ceU membrane of the human bronchial SMC 

(figure 3.2). To further confirm the expression of the CD44 receptor on ceU surface and 

to quantify its level of expression, two different flow cytometric labeling approaches 

were used. With a pan-antibody recognizing aIl variants of the CD44 receptor, we found 

that this receptor is markedly expressed on the surface of human bronchial SMC (figure 

3.3A). This finding was confirmed using hyaluronan (HA), an orthosteric ligand of the 

CD44 receptor, conjugated to FITC (figure 3.3B). Furthermore, flow cytometric analysis 

confirmed immunoblot findings by showing that the expression of the CD44 receptor 

decreased when cells were confluent (figure 3.3C). 
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Figure 3.1. Expression of the CD44 receptor in human bronchial SMC. 
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(A) RT-PCR analysis indicated that CD44 receptor is expressed, at least, as the 
isoform 6 and 8. (B) lmmunoblot and semi-quantitative densitometric analysis of CD44 

receptor expression as a function of cell conflency indicated that it is highly expressed in 
human bronchial SMC in the proliferating phase (30% confluency). 
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CD44 lsotype IgG2A 

Figure 3.2. Localization ofthe CD44 receptor in human bronchial SMC. 
Epifluorescence microscopy and deconvolution analysis indicated the presence of 

immunoreactivity for the CD44 receptor (colorized in green) on the cell membrane of 
human bronchial SMC. Negative control: isotype matched IgG2A. Nuc1ei were stained 

using DAPI molecule (colorized in blue). 
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Figure 3.3. Quantification of CD44 receptor expression on the surface ofhuman 
bronchial SMC. (A) Flow cytometric analysis of CD44 expression using a mouse anti­
human CD44 monoclonal antibody, and (B) in cells labeled with 1000 Ilglml of HA­
FITC. (C) Flow cytometric analysis of CD44 receptor expression on human branchial 

SMC as a function of cell confluency. Negative control: isotype matched IgG2A. 

To demonstrate that the CD44 receptor expressed on human bronchial SMC is 

functional, the internalization of this receptor in response to stimuli was examined by 

flow cytometry. The incubation of human branchial SMC with HA (10 mg/ml) for 4 hrs 

induced the internalization of CD44 receptors with a decrease in the mean fluorescence 

intensity (MFI) by 48.0 +/- 11.3% as compared to control unstimulated ceIls (figure 3.4). 
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These data suggest that the CD44 receptor expressed on human bronchial SMC is likely 

to be functional. 
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Figure 3.4. Determination of the CD44 receptor functionality in human bronchial SMC. 
Flow cytometric analysis ofCD44 internalization in response to HA (10 mg/ml) was 
determined as a marker ofreceptor functionality. Negative control: isotype matched 

IgG2A. 

4.3.2 MMP-9 associates wilh the CD44 receptor and induces ils internalization 

To provide evidence that pro-MMP-9 is a ligand of the CD44 receptor in human 

bronchial SMC, we first incubated cells with pro-MMP-9 and then immunoprecipitated 

CD44 receptor from cell lysates for the detection of MMP-9 or CD44. As expected, 

positive controls showed the detection of free monomers of MMP-9 or the CD44 

receptor (figure 3.5). Immunoblot analysis for the detection of the CD44 receptor or 

MMP-9 in cell extracts both revealed a CD44/MMP-9 complex around 250 kDa instead 

of a complex expected at 172 kDa (figure 3.5). Because the CD44 receptor is known to 

form both homo-dimer and hetero-dimer with various growth factor receptors 19,22,23, it 

is possible that the immunoreactive band detected at 250 kDa correspond to such 

complexes. 
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Figure 3.5. Association between MMP-9 and the CD44 receptor. Immunoprecipitation 
(IP) of CD44 receptors in ceIl extracts and immunoblotting (lB) for either (A) MMP-9 

or (B) CD44. A MMP-9/CD44 complex at 250 kDa was detected. 

We next examined whether the pro- and the active form of MMP-9 can induce 

the internalization of CD44 receptors in human bronchial SMC. We found that pro­

MMP-9 produced a significant higher internalization of CD44 receptors as compared to 

MMP-9 67 kDa with a faIl in MFI by 30.7 +/- 4.4 % and 16.6 +/- 7.6 % for pro-MMP-

9 and its active form, respectively (figure 3.6). These data indicate that pro- and active 

forms of MMP-9 are likely to act as ligands of the CD44 receptor in human bronchial 

SMC. 
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Figure 3.6. MMP-9 induces CD44 receptor internalization in human bronchial SMC. 
Flow cytometric analysis of CD44 receptor expression on cells surface in response to 
stimulation with (A) 250 ng/ml of67 kDa MMP-9 or (B) 250 ng/ml ofpro-MMP-9. 

Negative control: isotype matched IgG2A. 

4.3.3 Effects of hyaluronan, pro- and active MMP-9 on human branchial SMC 

proliferation 

Because we found that CD44 receptor expreSSIOn is a function of human 

bronchial SMC confluency, we next addressed whether hyaluronan and both forms of 

MMP-9 modulate serum-induced cell growth. To address this issue, the effect of pro­

and active MMP-9 on cell proliferation was assessed using a fluorescent DNA labeling­

based assay, and was compared to the effect of HA. Our data indicate that HA acts as a 

weak mitogenic factor by increasing human bronchial SMC growth by nearly 20 % for 

500 Ilg/ml of HA (figure 3.7A). These data confirm that the CD44 receptor expressed on 
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human bronchial SMC is functional. In contrast, active MMP-9 inhibited human 

bronchial SMC growth in a concentration-dependent manner with a maximal decrease of 

nearly 50 % for 400 ng/ml of MMP-9 67 kDa (figure 3.7B). Interestingly, pro-MMP-9 

also decreased human bronchial SMC growth but to a lesser extend with a maximal 

decrease ofnearly 25 % for 400 ng/ml ofpro-MMP-9 (figure 3.7C). 
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Figure 3.7. Effects of HA and MMP-9 on human bronchial SMC (HBSMC) 
proliferation. 2500 cells/well were incubated with (A) HA (62.5 to 1000 !-.tg/ml), (B) pro­

MMP-9 (25 to 400 ng/ml) in culture and (C) MMP-9 67 kDa (25 to 400 ng/ml). Cell 
proliferation was determined using the CyQUANT NF kit. * P < 0.05 as compared to the 

control condition. 
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4.4 Discussion 

In the present study, we pro vide the first evidence that human bronchial SMC 

express a functional CD44 receptor. We also found that the CD44 receptor is highly 

expressed in human bronchial SMC in the proliferating phase; its expression being lower 

in confluent cells. This finding strongly suggests that the CD44 receptor may have a 

role in human bronchial SMC growth. Furthermore, we also provide the first evidence 

that MMP-9 constitutes a complex with the CD44 receptor and induces the 

internalization ofthis receptor. Finally, we found that the active 67 kDa form ofMMP-9, 

and to a lesser extent pro-MMP-9, act as repressor of human bronchial SMC 

proliferation. 

Given that pro-MMP-9 levels are increased in induced sputum and plasma of 

asthmatic patients 10-12, we and others have examined whether human airway SMC may 

be a source of pro-MMP-9 in the lungs. We found that human bronchial SMC do not 

express pro-MMP-9 (unpublished data). This finding is consistent with the observation 

of Foda et al. 5,6 showing that human tracheal SMC do not express pro-MMP9 but that 

this gene is induced by various pro-inflammatory cytokines. The role of MMP-9 in 

asthma physiopathology is still unclear. Lim et al. found that MNIP-9 deficient mi ce 

have reduce peribronchial fibrosis following allergen challenge, and also concluded that 

MMP-9 has not a significant role in mucus expression, smooth muscle thickness or 

airway responsiveness 24. In marked contrast, the study of Mc Mill an et al. showed that 

knocking out MMP-9 in mice resulted in enhanced allergen-induced airway 

inflammation. They also conclude that MMP-9 is critically involved in the recruitment 

of eosinophil and Th2 cells to the lung following allergen challenge, and in the 

development of airway hyperreactivity 13. Interestingly, they found that the resolution of 

airway inflammation is slower in the absence of MMP-9 which finding strongly suggests 

that MMP-9 acts as a negative regulator of the development of chronic airway 

inflammation, and subsequently of the remodeling process. 
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The role of CD44 in asthma is nearly as blurry as MMP-9. Using varIOUS 

monoclonal antibodies to disturb CD44 function, Katoh et al 25 demonstrated a dose­

dependent inhibition of multiple aspects of allergic airway responses, including 

leukocyte recruitment, Th2 cytokines production, and AHR. In contrast, CD44-1
-

deficient mi ce developed an exaggerated lung inflammatory response in bleomycin­

induced lung injury. Furthermore, these mice showed increase levels of lung leukocytes, 

chemokines and hyaluronan fragments. This latter study indicates a critical role for the 

CD44 receptor in resolving lung inflammation 26. Collectively, these studies indicate that 

the role of the CD44 receptor in asthma pathogenesis remains unclear. However, the 

CD44 receptor is likely to be involved in the process airway remodeling because the 

study of Lazaar et al. 17 have shown that this receptor participates in the process ofDNA 

synthesis in human tracheal SMC, and that the complex HA/CD44 is involved in this 

process. In the present study, we have shown that human bronchial SMC express the 

CD44 receptor, and that its expression is a function of cell confluency; being highly 

expressed in proliferating cells. This ±inding suggests a role for the CD44 receptor in 

human bronchial SMC growth. In agreement with Lazaar's study, we found that HA 

activates the CD44 receptor expressed on human bronchial SMC, and acts as a moderate 

growth factor. This finding suggests that the HAlCD44 complex may contribute to 

changes in smooth muscle mass in asthma. 

Recent studies have identified MMP-9 as a ligand for the CD44 receptor on 

various cells type, mainly cancerous cells 14,15,27-29. In the present study, we found that 

MMP-9 forms a complex with the CD44 receptor on human bronchial SMC, which 

complex is unlikely to be composed of MMP-9/CD44 in a ratio 1: 1. The CD44 receptor 

is known to form homo-dîmer and also hetero-dimer wîth various growth factor receptor 

19, 22, 23. Thus, it is plausible that the MMP-9/CD44 complex detected at 250 kDa 

correspond to the binding of pro-MMP-9 to a dimeric form of the CD44 receptor. 

Interestingly, we found that pro-MMP-9 induces the intemaIization of CD44, but to a 

lesser extent than HA. We postulate that MMP-9 binds to specifie isoforms of CD44 
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whereas HA is well known to activate all CD44 isoforms. Interestingly, active MMP-9 

provokes a lower CD44 internalization than pro-MMP-9, however, it is a stronger 

repressor of human bronchial SM C growth. 1 t is plausible that the higher levels of CD44 

receptor internalization in response to pro-MMP-9 stimulation is also a mechanism to 

control pro-MMP-9 activation in the extracellular milieu for limiting its action. In fact, 

such a mechanism is likely to occur if one of the CD44 receptor variant of CD44 acts as 

a decoy receptor. Similar mechanisms have been reported for the receptor IL-13 a2 and 

IL-13 30, the receptor VEGFR-l and VEGF 31, and also for the soluble form of the CD44 

receptor and HA 14, 32. Thus, the existence of a decoy receptor for CD44 may be a 

mechanism for modulating MMP-9 agonistic activity in the process of airway 

remodeling in asthma. 

The autocrine production of MMP-2, another member of the gelatinase family, is 

required for human tracheal SMC proliferation 33. This study and our provides the first 

evidence that although MMP-9 and MMP-2 are both member of the gelatinase family, 

their biological role umelated to their intrinsic metalloproteinase activity is different 

even though opposite. The intracellular signaling cascade of the CD44 receptor follows 

principally two distinct pathways, one leading to cell proliferation, and the other one 

inducing growth inhibition. These pathways involve mainly two types of protein. In one 

hand, the prote in family ERM (Ezrin, Radixin and Moesin) are required when the CD44 

receptor is associated with a growth factor receptor to induce cell proliferation 34. In 

another hand, the neurofibromatosis-2 (NF2) tumor suppressing gene product, a prote in 

called merlin, is required to inactivate the MAPK pathway for inducing growth 

inhibition 35. Our preliminary data indicated that active MMP-9 has reduced serum­

induced MAPK ERK 1/2 phosphorylation (data not shown). However, whether the anti­

proliferative effects of MMP-9 involves the protein merlin remains to be determined. 
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In conclusion, we have demonstrated that human bronchial SMC express a 

functional CD44 receptor which upon activation by its orthosteric ligand HA provokes 

moderate cell growth. We provide the first evidence that both the inactive and active 

form of MMP-9 are a ligand for the CD44 receptor, and act as negative regulators of 

human bronchial SMC growth. Taken together, this study identified the complex MMP-

9/CD44 as a new regulatory element of human bronchial SMC function, and raised the 

possibility that this complex may be an important participant in the control of airway 

smooth muscle mass in asthma. 
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Section 5. Discussion 
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L'asthme est une pathologie fort complexe ayant une multitude de causes, tant 

génétiques qu'environnementales. Il est d'autant plus complexe que les causes 

environnementales et les causes génétiques peuvent interagir entre elles. Chaque étude 

portant sur cette maladie affectant un nombre grandissant de personnes est une pièce 

supplémentaire pour résoudre ce « grand puzzle» et permettre de trouver un traitement 

pour sa guérison. L'implication des cellules musculaires lisses bronchiques humaines 

(CMLBH) dans l'apparition des symptômes asthmatiques est connue depuis longtemps, 

cependant, la nature de leur rôle commence seulement à être élucidé. En effet, 

historiquement considérées comme étant passives et répondant uniquement aux stimuli 

environnants, les CMLBH sont maintenant perçues comme des acteurs importants dans 

la physiopathologie de l'asthme. Ainsi, des travaux récents indiquent que ces cellules 

participent activement, non seulement au processus de remodelage des voies 

respiratoires, mais également à la modulation immunologique observée dans cette 

pathologie 91-93. Mon projet de maîtrise rejoint en quelques sortes ces deux aspects du 

rôle de ces cellules. 

Basés sur les travaux indiquant que les niveaux de pro-MMP-9 sont augmentés 

dans les expectorations induites des patients asthmatiques 56,57, nous avons commencé le 

projet par confirmer ou infirmer l'expression de la MMP-9 chez les CMLBH. Nous 

avons ainsi trouvé que cette protéine n'était pas exprimée chez les CMLBH mais que la 

MMP-2 l'était de façon constitutive. Nos résultats sont en accord avec les travaux de 

Foda et collaborateurs sur les CMLTH 62. L'étude de Foda avait également montré que 

les CMLTH produisaient de la MMP-9 à la suite d'une stimulation avec des facteurs 

simulant une réponse inflammatoire. Des expériences réalisées dans notre laboratoire en 

utilisant les mêmes conditions expérimentales n'ont pas permis de confirmer les résultats 

de cette étude chez les CMLBH. Ceci pourrait être expliqué par l'origine tissulaire des 

cellules utilisées. En effet, l'étude de Foda a été réalisée avec des cellules trachéales, 

donc des voies respiratoires supérieures, tandis que nous avons utilisé des cellules 

bronchiques, soit des voies respiratoires inférieures. Bien que ces deux types cellulaires 

n'aient pas été complètement caractérisés, nous savons que les cellules des voies 
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supérieures et celles des voies inférieures sont soumises à des contraintes physiologiques 

différentes pouvant influencer leur phénotype, et probablement leurs réponses 

cellulaires. 

Dans cette première partie de notre étude, nous avons aussi montré que les 

extraits cellulaires des CMLBH contenaient une forme active de MMP-9, à 67 kDa. 

L'utilisation d'un inhibiteur à large spectre des MMPs, le GM6001, a permis de conclure 

que cette forme de la MMP-9 n'était pas due à une activation enzymatique causée par un 

autre membre de la famille des MMPs. Le tampon de lyse contenant déjà une batterie 

d'inhibiteurs de protéases, il devenait peu probable que cette forme active de MMP-9 

soit le résultat d'une «dégradation» par une protéase autre que les MMPs. La présence 

de cette protéine, en absence d'évidence de son expression par les CMLBH, suggérait 

que la source pourrait être le sérum du milieu de culture. Nos résultats 

d'immunobuvardage et de zymographie ont confirmé notre hypothèse, à savoir que le 

milieu de culture complet contient effectivement la forme active de MMP-9 à 67 kDa. 

L'absence de détection de MMP-9 à 67 kDa dans les extraits des cellules cultivées dans 

un milieu dépourvu de sérum a aussi confirmé notre hypothèse. Nous avons alors 

postulé que la forme active de MMP-9 retrouvée dans les extraits cellulaires devait 

provenir d'une liaison de cette MMP a une protéine de surface chez les CMLBH. La 

MMP-9 étant un ligand pour le récepteur CD44 73,74, nous avons émis les hypothèses que 

les CMLBH expriment ce récepteur, qu'il est fonctionnel et que la MMP-9 est un ligand 

de ce récepteur et module les fonctions des CMLBH. 

Ainsi, l'autre partie importante de mon projet de maîtrise a porté sur l'expression 

du récepteur CD44, de son interaction avec la MMP-9 et de leur implication dans la 

régulation des fonctions des CMLBH. L'investigation de ces mécanismes a mené à 

l'article présenté dans ce mémoire. Au mieux de notre connaissance, Il n'existe que deux 

études portant sur l'expression du récepteur CD44 chez les cellules musculaires lisses 

des voies respiratoires. Ainsi, l'étude de Lazaar et collaborateur a montré que les cellules 

musculaires lisses trachéales expriment de façon constitutive le récepteur CD44, et que 
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les lymphocytes T activés interagissaient avec les cellules musculaires lisses via ce 

récepteur pour induire la prolifération de ces dernières 75. L'étude de Halayko et 

collaborateurs a montré que l'expression du récepteur CD44 chez les cellules 

musculaires lisses trachéales était fortement associée au phénotype prolifératif/sécrétoire 

mais ne donnait aucune information quant à son expression chez les CML TH ayant un 

phénotype contractile 44. Bien que l'étude de Lazaar semble avoir montré la 

fonctionnalité du récepteur CD44 dans les CML TH en utilisant un anticorps anti-CD44 

ou la hyaluronidase (l'enzyme responsable de l'hydrolyse du hyaluronan), notre étude 

est la première à étudier l'expression et la fonctionnalité du récepteur CD44 chez les 

CMLBH. Nos -résultats indiquent que l'expression de ce récepteur est fonction de la 

confluence cellulaire et ainsi, ils vont dans le sens des travaux de Halayko et 

collaborateurs concernant l'association de l'expression du récepteur CD44 au phénotype 

prolifératif/sécrétoire. Cependant, nos résultats indiquent aussi que ce récepteur est 

toujours exprimé, même chez des cellules à forte confluence qui ont vraisemblablement 

atteint un phénotype contractile. Ce dernier résultat permet de suggérer un rôle différent 

pour le récepteur CD44 selon l'origine tissulaire ainsi que le phénotype des cellules 

musculaires lisses des voies respiratoires. 

L'expression préférentielle de CD44 pour le phénotype prolifératif/sécrétoire 

n'est assurément pas fortuite. Comme l'a montré le groupe de Lazaar, le récepteur CD44 

est impliqué dans la prolifération des CML TH suite à leurs interactions avec les 

lymphocytes T activés. Cette étude a montré que ce mécanisme semblait être dépendant 

du hyaluronan (HA). En effet, la liaison de HA au récepteur CD44 exprimé par les 

cellules musculaires lisses permettrait de créer un « pont» avec le récepteur CD44 

exprimé par les lymphocytes T activant ainsi le récepteur CD44 pour l'induction de la 

prolifération des CML TH. Il est intéressant de noter que les études portant sur l'effet de 

la liaison de HA au récepteur CD44 ont montré que cette liaison induisait au contraire un 

effet anti-prolifératif 67,72, ce qui pourrait laisser supposer, de prime abord, que 

l'augmentation de prolifération observé par Lazaar ne serait peut-être pas due à 

l'activation de CD44. Comme la liaison entre ces deux cellules par l'intermédiaire du 
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récepteur CD44 se fait de façon conjointe avec d'autres molécules membranaires, 

comme les ICAM, les VCAM et CD40 94, on pourrait présumer que l'induction de la 

synthèse d'ADN serrait dû à l'une ou plusieurs de ces protéines. Par contre, les résultats 

de notre étude concernant l'activation du complexe HA/CD44 montrent que cette 

molécule possède un effet mitotique provoquant une augmentation modérée de la 

prolifération des CMLBH. Ce résultat supporte ainsi l'étude de Lazaar concernant le rôle 

proliférateur de CD44 médié par HA. L'ensemble de ces résultats indiquent que le 

récepteur CD44 joue un rôle dans la prolifération des CMLBH médiée par le HA et 

démontre, une fois de plus, qu'un complexe ligand/récepteur peut avoir un rôle 

totalement différents d'un type cellulaire à un autre. 

Comme il a été mentionné dans l'introduction, le récepteur CD44 existe sous 

plusieurs isoformes. Nos travaux indiquent que les CMLBH expriment, au minimum, les 

variants 6 et 8. Le rôle spécifique de chacun de ces variant commence seulement à être 

bien caractérisé. Ainsi, le variant v6 du récepteur CD44 induit la prolifération des 

cellules de thymome EL4 en provoquant une activation persistante des MAPK 95. Il est 

donc possible que les isoformes du récepteur CD44 exprimés à la surface des CMLBH 

soient différents en fonction de leur phénotype. Nos résultats indiquent que le variant v6 

du récepteur CD44 est exprimé chez les CMLBH, et nos résultats préliminaires de R T­

PCR ont montré que l'ARNm de ce variant semblait toujours exprimé dans les cellules à 

forte confluence (résultats non-montrés). Cependant, que ce variant soit responsable de 

la prolifération des CMLBH, par exemple à la suite de son activation par le HA, reste 

encore à démontrer. Des expériences utilisant un anticorps neutralisant du récepteur 

CD44v6 avant la stimulation par le HA pourraient nous permettre de répondre à cette 

question. 

Nos travaux portant sur l'étude de la formation d'un complexe entre pro-MMP-9 

et le récepteur CD44 indiquent l'existence d'interaction entre ces deux protéines. 

Cependant, la bande principale détectée, à la suite des lB en condition non-dénaturante, 

se situe à environ 250 kDa, contrairement au poids attendu de 172 kDa. Ce complexe 
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pourrait être expliqué par le fait que le récepteur CD44 est connu pour former des 

homodimères ainsi que des hétérodimères avec différents récepteurs de facteur de 

croissance 67,96,97. Le complexe de 250 kDa que nous observons pourrait ainsi être le 

résultat, par exemple, d'un homodimère CD44 lié à la pro-MMP-9. Nos résultats 

préliminaires d'analyses d'immunobuvardage en condition dénaturante ont indiqué que 

ce complexe se dissociait, entre autres, en les différentes molécules composant ce 

complexe (résultats non-montrés). Cependant, des analyses plus approfondies seront 

nécessaires afin de confirmer nos hypothèses concernant les éléments formant ce 

complexe, ainsi que le ou les variants du récepteur CD44 constituant ce complexe. 

Nos résultats sur l'étude de l'internalisation du récepteur CD44, par les deux 

formes de MMP-9, indiquent aussi que ces protéines sont vraisemblablement des ligands 

du récepteur CD44. Afin de confirmer que le complexe MMP-9/CD44 est internalisé, 

différentes expériences pourraient être réalisées. Par exemple, l'utilisation de MMP-9 

couplée à une molécule fluorescente et la détection du récepteur CD44 avec un anticorps 

couplé à un autre marqueur fluorescent permettrait par la technique de microscopie 

confocale de déterminer la co-localisation de MMP-9 et du récepteur CD44 dans ce 

complexe, en particulier suite à l'internalisation du complexe. La cinétique 

d'internalisation et de recyclage du récepteur CD44 est pratiquement inconnue. Knudson 

et ses collaborateurs mentionnent toutefois que l'internalisation ne se fait pas via des 

puits tapissés de clatherine, ni par l'intermédiaire des caveolae, ni par pinocytose 98. 

Cette internalisation pourrait alors se faire par des mécanismes de phagocytose, par une 

endocytose non-dépendante de la clatherine, ou encore par un mécanisme inconnu qui 

serait spécifique à ce type de récepteur. Il serait ainsi très intéressant d'étudier, dans la 

suite de ce projet, les mécanismes responsable de l'internalisation du récepteur lors de 

son activation par HA ou MMP-9. 

Nos résultats ont aussi montré que la pro-MMP-9 a induit une internalisation plus 

importante que la MMP-9 active. De plus, nos résultats de prolifération ont indiqué que 

la forme active de MMP-9 provoquait une inhibition de la croissance cellulaire plus forte 
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que la pro-MMP-9. Différentes hypothèses pourraient expliquer ces résultats. Le 

domaine de liaison de MMP-9 à CD44 n'étant pas connu, il se peut que l'affinité de la 

forme pro- et active pour le récepteur soit différente due à la présence ou l'absence du 

propeptide. Une autre hypothèse pour expliquer le fait que pro-MMP-9 induit une plus 

grande internalisation, mais une plus faible inhibition de la prolifération serait que cette 

forme inactive de MMP-9 provoquerait une {( désensibilisation» du récepteur CD44 

comme mécanisme de contrôle de la réponse induite par la MMP-9 active. Il serait 

possible de montrer l'existence d'un tel mécanisme dans une série d'expériences de 

prolifération où les CMLBH seraient préstimulées par la pro-MMP-9, suivit par une 

stimulation par la MMP-9 active. Ces expériences permettraient de montrer que l'effet 

induit par la MMP-9 active peut être bloqué par un prétraitement avec la pro-MMP-9 

suite à une diminution du nombre de récepteur CD44 présents à la surface cellulaire. Un 

autre mécanisme hypothétique serait que l'un des variants du récepteur CD44 serait un 

récepteur de type leurre. Différentes études rapportent des phénomènes semblables, par 

exemple, le récepteur à l'IL-13 0.2 pour l'IL-13 99, le récepteur VEGFR-l pour le VEGF 

100, mais également le récepteur CD44 sous sa forme soluble pour le HA 73,101. Ainsi, un 

variant particulier de CD44 exprimé par les CMLBH pourrait jouer un rôle de leurre afin 

d'internaliser la pro-MMP-9 et alors provoquer sa dégradation intracellulaire avant que 

ce dernier soit activé dans le milieu extracellulaire. Il est important de mentionner à 

nouveau que les MMPs peuvent s'auto et se transactiver (voir figure 4). Ainsi, un tel 

mécanisme pour la pro-MMP-9 serait très probable dans les voies respiratoires car la 

présence d'un récepteur CD44 leurre permettrait de minimiser les effets d'une 

concentration élevée en MMP-9 afin de maintenir l'homéostasie du remodelage. 

Le rôle de CD44 dans l'asthme n'est pas encore défini clairement. Deux études 

ayant pour but d'analyser l'effet de CD44 dans un modèle d'asthme sont arrivées à des 

résultats presque diamétralement opposés, soit un rôle pro-inflammatoire dans un cas et 

un rôle anti-inflammatoire dans l'autre 80,81. Notre étude supporte les résultats de Teder 

et suggère que le récepteur CD44, via son activation par la MMP-9, aurait un rôle de 

régulateur négatif dans la pathogenèse de l'asthme en diminuant la prolifération des 
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CMLBH. La signalisation intracellulaire de CD44 emploie principalement deux voies 

distinctes, une menant à l'inhibition de la croissance et l'autre menant à la prolifération 

cellulaire 67,72. Les deux voies ont pour principale finalité soit de bloquer ou d'activer la 

voie des MAPK. Dans le cadre de mon projet de maitrise, nous avons commencé à 

étudier cette cascade de signalisation chez les CMLBH lors de l'activation du récepteur 

CD44. Nos résultats préliminaires ont indiqué que la forme active de MMP-9 diminue la 

phosphorylation des MAPK ERK1I2 induite par le sérum. Ces résultats préliminaires 

suggèrent donc que l'un des mécanismes responsables de l'inhibition de la croissance 

des CMLBH par le complexe MMP-9 active/CD44 est attribuable à une diminution de 

l'activité des MAPKs. Toutefois, la signalisation en amont, faisant intervenir la protéine 

merline 102-104 (Figure 6) n'a pas encore été étudiée au laboratoire. Cette protéine étant 

active lorsque déphosphorylée 105,106, on devrait ainsi s'attendre à une déphosphorylation 

de la merline à la suite d'une stimulation par la MMP-9 active. Comme mentionné plus 

haut, nos résultats de prolifération avec HA ont indiqué que, contrairement à ce que 

rapporte la littérature dans d'autres types cellulaires, HA induit une prolifération des 

CMLBH. L'autre voie de signalisation du récepteur CD44, qui mène à une prolifération 

cellulaire, se fait par une hétérodimérisation avec certains récepteurs de facteurs de 

croissance, comme le récepteur c-MET. Cette voie de signalisation nécessite aussi le 

recrutement de protéines de la famille des ERM 107 qui doivent être phosphorylées pour 

être activées et ensuite augmenter l'activité des MAPK \08. Il serait donc intéressant de 

déterminer si cette voie de signalisation serait utilisée par HA chez les CMLBH en 

observant le niveau de phosphorylation des protéines ERM. 

Comme il a été indiqué dans l'introduction, le rôle de la MMP-9 dans la 

physiopathologie de l'asthme reste encore imprécis. Les différentes études portant sur la 

délétion du gène de la MMP-9, dans des modèles d'asthmes expérimentaux chez la 

souris, démontrent que cette métalloprotéinase, tout comme le récepteur CD44, pourrait 

jouer un rôle autant pro-inflammatoire qu'anti-inflammatoire. Notre étude pourrait ainsi 

permettre de mieux cerner le rôle de la MMP-9 dans cette maladie complexe. Dans une 

phase ultérieure de ce projet, il serait intéressant d'obtenir des CMLBH de patients 
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asthmatiques afin d'étudier l'expression du récepteur CD44 et de ses variants, et la 

réponse de ces cellules suite à une stimulation par la MMP-9. 

La découverte de ces nouveaux mécanismes pour MMP-9 et le récepteur CD44 

chez les CMLBH nous ont amené à penser que son inhibiteur endogène spécifique 

TIMP-l pourrait aussi être un ligand d'un (ou plusieurs) récepteur. Une revue de la 

littérature nous a permis d'apprendre que TIMP-l est un ligand du récepteur de la 

famille des tetraspanins, appelé CD63, impliqué dans la survie cellulaire 109. Nos 

analyses préliminaires de cytométrie en flux ont montré que les CMLBH expriment le 

récepteur CD63, et que l'expression de ce récepteur, à l'opposé du récepteur CD44, 

augmente en fonction de la confluence cellulaire (résultats non montrés). Bien que nous 

n'ayons pas encore déterminé si TIMP-l est un ligand du récepteur CD63 chez les 

CMLBH et le rôle du complexe TIMP-l/CD63 dans la régulation de la fonction des 

CMLBH, il est possible que ce complexe soit un antagoniste physiologique de la 

fonction du complexe MMP-9/CD44. 
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Section 6. Conclusion 

Ce projet de recherche a mené à la découverte d'un nouveau complexe 

ligand/récepteur impliqué dans la régulation de la fonction des CMLBH. La modulation 

de l'activité de ce complexe pourrait être utilisée dans un traitement afin de résoudre une 

partie du remodelage des voies respiratoires observé dans l'asthme. Toutefois, la 

littérature concernant le rôle de ces protéines dans l'asthme étant contradictoire, il est 

important de se montrer prudent dans le développement d'un traitement expérimental. 

Des études comme la nôtre montre que les pièces du grand puzzle de la 

physiopathologie de l'asthme commencent à s'assembler, en espérant que ce syndrome 

respiratoire sera un jour compris dans son intégraHté afin de trouver un traitement 

permettant une guérison des sujets asthmatiques. 
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