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Préface 

L’asthme, du latin asthma signifiant respiration difficile, est défini par ses 

caractéristiques cliniques (sifflement, difficulté à respirer), physiologiques (obstruction 

bronchique épisodique et hyperréactivité bronchique (HRB)) et histologiques (inflammation 

et remodelage des voies aériennes). Néanmoins, sa pathogénie n'étant pas clairement 

identifiée, sa définition reste descriptive. Ainsi, basé sur les conséquences fonctionnelles de 

l'inflammation bronchique, l'asthme a été défini par le "Global Initiative for Asthma " 

(GINA), comme une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes dans laquelle de 

nombreuses cellules et facteurs cellulaires jouent un rôle majeur. L'inflammation chronique 

est associée à une HRB responsable d'épisodes récurrents de sifflements, de dyspnée et de 

toux, particulièrement pendant la nuit. Ces épisodes symptomatiques peuvent être associés à 

une obstruction bronchique le plus souvent réversible de manière spontanée ou avec des 

agents pharmacologiques (1). 

La physiopathologie de l’asthme est complexe et encore controversée. Classiquement, 

trois processus la caractérisent : l’hyperréactivité, l’inflammation et le remodelage 

bronchique. La connaissance des mécanismes impliqués dans ces trois phénomènes est 

essentielle à la compréhension de la pathogénie de l’asthme et aux modalités de sa prise en 

charge thérapeutique. La cellule musculaire lisse (CML) bronchique joue un rôle central dans 

la physiopathologie de l'asthme. En effet, elle est responsable de la contraction bronchique, 

elle participe à l'inflammation et constitue une composante importante du remodelage 

bronchique. Récemment, le rôle de la chitinase YKL-40 comme bio marqueur de ce 

remodelage dans l'asthme a été évoqué. Dans ce contexte, la question centrale ayant motivé 
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une partie de ce travail de thèse, a été d'étudier les effets d'YKL-40 sur les différentes 

propriétés des CML impliquées dans le remodelage bronchique de l'asthme. Nous nous 

sommes intéressés au récepteur activé par les protéases, de type 2 (PAR-2), potentiel 

récepteur de l'YKL-40, mais aussi acteur principal dans l'interaction entre le mastocyte et la 

cellule musculaire lisse. 

Ainsi ce manuscrit de thèse se compose de quatre grandes parties : 

 Chapitre I Généralités. Après quelques brefs rappels sur les caractéristiques de 

l'asthme, le rôle de la CML sera envisagé sur les différentes caractéristiques 

physiopathologiques de l’asthme. Une attention particulière sera portée au mastocyte et au 

récepteur PAR-2 impliqué dans l’interaction avec le muscle lisse. Enfin, un dernier 

paragraphe sera consacré aux chitinases et à leurs rôles potentiels dans l’asthme. 

 Chapitre II Matériel et méthodes. Les méthodes utilisées ou développées durant ces 

travaux de thèse seront présentées. 

 Chapitre III Résultats et discussions. Le travail sur les effets d’YKL-40 sur la CML 

sera présenté sous forme d’un article soumis à l’Am J Respir Crit Care Med. Les effets de la 

stimulation chronique du PAR-2 et de l’interférence lentivirale anti-PAR-2 des CML seront 

présentés sous forme de résultats expérimentaux et discutés. 

 Chapitre IV Conclusions et perspectives. L’ensemble des éléments précédents nous 

permettra de conclure ce travail de thèse et d’envisager des perspectives à moyen terme. 
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Chapitre I

Généralités 
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1. Généralités sur l'asthme 

Cette première partie n’a pas pour ambition de faire une description exhaustive et 

médicale de l’asthme, mais de décrire les principales caractéristiques et les enjeux cliniques 

de cette pathologie. Elle s'adresse plus particulièrement à un lecteur scientifique. 

1.1) Description de la pathologie 

1.1.a) Données épidémiologiques 

L’asthme affecte actuellement 300 millions d’individus de par le monde, dont 30 

millions en Europe, selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), et on estime que d'ici à 

2025, ce taux atteindra 400 millions de personnes (1). En France, l'asthme touche environ 3,5 

millions d'individus dont un tiers est âgé de moins de 15 ans. C’est la maladie chronique la 

plus courante chez l’enfant. La prévalence de l'asthme a été estimée à travers les années par 

différentes études épidémiologiques, notamment par l' "International Study of Asthma and 

Allergies in Childhood" (ISAAC) et l' "European Community Respiratory Health Survey" 

(ECRHS) (2). La prévalence de l'asthme a augmenté ces dernières années en Afrique, en 

Amérique latine et en Asie. Après avoir beaucoup augmenté dans les dernières décennies, elle 

tend à se stabiliser dans les pays anglophones et en Europe (3). Cependant, les causes de ces 

variations de prévalence dans les différentes populations restent discutées.  

L'asthme est un enjeu majeur de santé publique de par sa mortalité et sa 

morbidité.L'asthme est la cause d'environ 250 000 décès par an dans le monde, dont 
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la plupart seraient évitables grâce à un diagnostic plus précoce, une meilleure prise en charge 

et le développement d'une éducation thérapeutique (1,4). Ainsi, la mortalité a diminué au 

cours des dernières décennies dans plusieurs pays notamment en Europe (4). En France, 

l'analyse des tendances de mortalité avait montré une augmentation dans les années 80 (2000 

décès par an) et une baisse depuis 1990. Au cours des années 2000, 1000 personnes par an 

sont décédées de leur asthme en France (4) (Figure 1). 

 

 

Figure 1 : Mortalité par asthme en France de 1980 à 2005 

(Reproduit de Tual et al., 2008) (4). 

Le coût économique de l'asthme est considérable que ce soit en terme de coût médical 

direct (hospitalisation, médicaments) ou indirect (absentéisme professionnel ou scolaire, mort 

précoce). L’altération de la qualité de vie des asthmatiques est notée quels que soient l’âge et 

le sexe. Ainsi, l’asthme est associé à une fréquence accrue des limitations fonctionnelles lors 

d’activités quotidiennes.  

Plusieurs facteurs de risque au développement de l'asthme et à la manifestation des 
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symptômes ont été identifiés et peuvent être divisés en : facteurs hôtes (facteurs génétiques, 

sexe, obésité), et facteurs environnementaux (allergènes, infections, tabac, pollution). 

Cependant, les mécanismes par lesquels ils influencent le développement et l'expression de la 

maladie sont complexes et interactifs. 

1.1.b) Symptômes et diagnostic  

Les symptômes liés à l’asthme sont nombreux et de degrés variables. Ils peuvent être 

intermittents et leur importance négligée par le patient et le praticien, ou alors non spécifiques 

et donc sous diagnostiqués. C’est ce que l’on observe souvent chez les enfants quand un sous 

diagnostic inclue des formes variées de bronchites dont les bronchites infectieuses, et résulte 

en un traitement inapproprié (5,6). Les signes cliniques de l’asthme sont principalement la 

toux sèche, les sifflements et l’essoufflement spontané ou à l’exercice, associé à une gêne 

respiratoire à l'expiration. Cependant, ces symptômes ne sont pas spécifiques de la pathologie. 

L’exploration fonctionnelle respiratoire (EFR) reste ainsi le seul examen permettant un 

diagnostic précis de la maladie et est indispensable dans la prise en charge d'un asthmatique. 

Exploration fonctionnelle respiratoire 

L’EFR réunit l'ensemble des explorations permettant de mesurer les variables 

quantifiables de la fonction respiratoire comme la mesure des volumes pulmonaires et des 

débits bronchiques. Chez l’asthmatique, elle comporte principalement la spirométrie, que l’on 

pourra compléter par une pléthysmographie, un test de réversibilité ou un test de provocation.  

Lors d’une expiration forcée, la spirométrie permet de mesurer les volumes 

mobilisables et d’obtenir une courbe débit/volume (7). L’allure de cette courbe et la mesure 
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des paramètres suivants permettent en général de poser le diagnostic d’obstruction et 

d’apprécier sa sévérité : 

- VEMS : Volume expiratoire maximal par seconde ; il reflète la sévérité du déficit 

fonctionnel ventilatoire 

- CVF : Capacité vitale forcée 

- Rapport VEMS/CVF (Normal > 0.7) 

- DEMM25-75 : Débit expiratoire maximal moyen entre 25 et 75 % de la CVF ; il 

reflète l’obstruction distale quand le VEMS est normal 

- DEP : Débit expiratoire de pointe 

La réversibilité de l’obstruction bronchique est définie par une augmentation du VEMS 

supérieure à 12 % de sa valeur théorique et supérieure à 200 ml en valeur absolue, après 

administration d’un bronchodilatateur d’action rapide. Chez l’asthmatique, l’obstruction est 

classiquement réversible mais l’absence de réversibilité peut être objectivée en cas de 

remodelage bronchique chez certains asthmatiques sévères (8). Les autres paramètres de la 

courbe débit-volume peuvent également être pris en compte. 

L’une des caractéristiques de l’asthme étant le caractère variable des symptômes en 

fonction du temps chez un même individu, ces mesures doivent être répétées (9). La mesure 

du DEP peut être faite par le malade lui-même grâce à un débitmètre de pointe. Elle permet de 

suivre le débit bronchique dans le temps et de mettre en évidence une variabilité supérieure à 

20 %, caractéristique de l’asthme. De plus, l’évaluation du DEP peut aider à confirmer le 



Chapitre I Généralités 

 27

diagnostic d’asthme ainsi qu’à contrôler la maladie, notamment chez les personnes qui ont 

une faible perception des symptômes (1). 

La pléthysmographie corporelle totale permet de plus, de mesurer les volumes 

pulmonaires non mobilisables, notamment le VR (volume résiduel) ainsi que les résistances 

des voies aériennes à l'écoulement de l'air. Une augmentation du VR au détriment de la 

capacité vitale indique l’existence d’une distension pulmonaire relative pouvant être liée à 

l’existence d’une obstruction des voies aériennes distales, et dont la réversibilité doit être 

également recherchée. L’augmentation des résistances des voies aériennes est un indice 

d’obstruction proximale et, là aussi, sa réversibilité doit être évaluée. 

Cependant, en dehors des crises d’asthme, l’EFR au repos est souvent normale. Il est 

alors possible de faire un test de provocation, afin de rechercher l’existence d’une HRB. En 

pratique clinique, les tests de provocation pharmacologiques sont préférentiellement utilisés, 

le plus souvent avec la métacholine (10). L’inhalation de concentrations doublantes et 

cumulées de métacholine, permet alors de quantifier la réactivité bronchique. Ainsi, chez le 

sujet normal, la concentration nécessaire et suffisante pour engendrer une chute de 20% du 

VEMS, ou PC20 (provocative Concentration), est supérieure ou égale à 16 mg/ml, alors 

qu’elle est inférieure à 4 mg/ml chez un sujet avec une HRB modérée et inférieure à 1 mg/ml 

dans les HRB sévères (10,11) (figure2). Cet examen a une valeur prédictive négative de 

100%, car il n’y a pas d’asthme sans HRB. 
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Figure 2 : Critères de sévérité de l'hyperréactivité bronchique 

 

Evaluation de l'inflammation 

La mesure de la composante inflammatoire n’est pas obligatoire pour le diagnostic de la 

maladie, mais permet dans certains cas de confirmer ce diagnostic et de suivre l’effet des 

traitements (1). Il existe aujourd’hui deux techniques validées qui permettent d’évaluer de 

manière non invasive et répétée, le degré d’inflammation. Il s’agit d’une part, de l’analyse 

cytologique, en particulier des éosinophiles, dans les expectorations induites (12) et, d’autre 

part, de la mesure du monoxyde d’azote (NO) dans l’air exhalé (13). Cette dernière a attiré 

l’attention de plusieurs équipes dans le monde et différentes études ont montré la pertinence 

clinique de sa mesure dans l’asthme. En effet, le NO est une molécule endogène régulatrice et 

ubiquitaire de l’organisme. Il est produit par différentes cellules dans l’arbre 
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bronchique, notamment les macrophages et les cellules épithéliales et est détectable dans l’air 

exhalé de sujets normaux. D’une part, des niveaux élevés de NO exhalé chez des patients 

asthmatiques ont été largement démontrés (14,15) et, d’autre part, il est corrélé avec 

l’inflammation éosinophile (16). L'analyse de la fraction de NO dans l’air exhalé représente 

ainsi une autre possibilité pour apprécier le niveau d’inflammation des voies aériennes (17). 

L’utilisation de biopsies et/ou du lavage broncho-alvéolaire (LBA), obtenus lors d’une 

fibroscopie bronchique se limite à la recherche clinique 

1.1.c) Traitements et classification 

L'asthme est une maladie qui ne bénéficie actuellement d'aucun traitement curatif et 

peut être dans certains cas particulièrement invalidante. Les médicaments actuellement 

utilisés ont pour but de maintenir le contrôle de la maladie et de soulager les symptômes. Les 

deux principaux types de traitement de l’asthme sont les bronchodilatateurs et les anti-

inflammatoires. Les bronchodilatateurs comme les β2-agonistes, vont permettre une relaxation 

du muscle lisse bronchique et ainsi diminuer l'obstruction bronchique. Parmi les anti-

inflammatoires, les glucocorticoïdes sont largement utilisés pour diminuer l’inflammation des 

voies aériennes (18). D'autres traitements sont également utilisés. Selon le GINA, les 

médicaments utilisés pour le traitement de l'asthme peuvent être classés en deux groupes. 

D'une part, les médicaments de contrôle, qui incluent les corticostéroïdes inhalés, les anti-

leucotriènes, les β2-agonistes de longue durée d'action et les anti-IgE. D'autre part, les 

médicaments dits "de la crise", notamment les β2-agonistes de courte durée d'action et les 

anti-cholinergiques. Par ailleurs, le traitement administré aux patients asthmatiques peut 

également être pris en compte dans la classification de l'asthme. 
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En effet, selon le GINA, la classification des patients asthmatiques s'est initialement 

basée sur leurs symptômes (Tableau 1) mais a souvent été appliquée de manière erronée, les 

patients étant déjà sous traitement.  
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Tableau 1 : Classification de l’asthme en fonction des paramètres cliniques et 

fonctionnels ventilatoires. 

 

Plus tard, la classification des niveaux de sévérité de l'asthme en fonction de la charge 

thérapeutique nécessaire et des symptômes a été proposée (Tableau 2). 
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Tableau 2 : Classification de l’asthme en fonction de la charge thérapeutique et 

des symptômes. 

 

Cependant, il est important de noter que la sévérité de l'asthme implique non seulement 

l’importance des symptômes mais également la réponse au traitement. Ainsi, l'asthme peut se 

manifester par des symptômes très invalidants et une obstruction bronchique, mais devenir 

complètement contrôlé avec un traitement à faible dose. Par conséquent, la nouvelle 

classification de l'asthme depuis 2006 est basée sur le contrôle de la maladie permettant une 

estimation optimale de la sévérité de la maladie (Tableau 3) (1). 
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Tableau 3 : Classification de l’asthme en fonction du contrôle de la maladie. 

 

1.1.d) L'asthme sévère 

La plupart des asthmatiques peuvent être plus ou moins contrôlés par de simples 

traitements avec des β2-mimétiques avec ou sans corticostéroïdes inhalés. Cependant, 10% 

des patients asthmatiques sont considérés comme sévères, et nécessitent une importante 

quantité de traitements pour contrôler leur maladie avec parfois une persistance des 

symptômes malgré un traitement maximal par des glucocorticoïdes systémiques (asthme 

réfractaire) (9). Ces patients asthmatiques sévères ont des symptômes variables, le plus 

souvent invalidants. Ils présentent un remodelage bronchique majeur qui met en jeu une 

augmentation de la masse du muscle lisse bronchique et qui, actuellement, ne répond à aucune 

thérapeutique, comme les β2-agonistes ou les glucocorticoïdes y compris par voie générale. 

L'efficacité des nouveaux traitements anti-IgE (Omalizumab) semble être satisfaisante chez 
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certains patients, néanmoins, leur efficacité sur le remodelage bronchique et notamment sur le 

remodelage musculaire lisse bronchique doit encore être évaluée. En plus d'être invalidant 

pour le patient, l'asthme sévère génère ainsi la moitié des coûts de l’asthme en terme de santé 

publique. Le coût moyen d'un asthmatique sévère est multiplié par 6 par rapport aux 

asthmatiques non sévères (1). 

1.1.e) Sévérité, gravité et contrôle 

La terminologie autour de la sévérité de l'asthme est imprécise car elle est souvent 

utilisée pour décrire l'amplitude de l'obstruction bronchique ou l'intensité des symptômes. 

Ainsi, les mots sévérité et gravité peuvent être confondus. En effet, la sévérité est définie à 

travers le temps, après des mois voire des années. En revanche, la gravité de la maladie est, 

quant à elle, appréciée à un instant t donné, lors d'une crise d'asthme lorsque le pronostic vital 

est menacé à court terme. C'est le cas par exemple des attaques récurrentes observées dans le 

"Brittle asthma" (asthme qui devient difficile à contrôler en peu de temps). En outre, le terme 

contrôle peut être utilisé dans différents contextes. Ainsi, le contrôle de l'asthme renvoie au 

contrôle des manifestations des symptômes. Cette définition prend en considération les effets 

du traitement sur les symptômes et la fonction respiratoire sur une durée intermédiaire de une 

à plusieurs semaines. Toutefois, l'estimation du contrôle de la maladie devrait également tenir 

compte des futurs risques attendus comme, notamment, la survenue d’exacerbations. Dans 

cette optique, plusieurs mesures standardisées ont été développées et validées, notamment 

l'"Asthma Control Questionnaire" (ACQ) (www.qoltech.co.uk/acq.htm) et le questionnaire de 

Juniper (19,20) qui permettent de contrôler l’asthme de façon reproductible. 
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1.2) Les caractéristiques de l'asthme 

La physiopathologie de l’asthme est complexe et encore controversée. Classiquement, 

trois processus la caractérisent : l’hyperréactivité, l’inflammation et le remodelage 

bronchique. La connaissance des mécanismes impliqués dans ces trois phénomènes est 

essentielle à la compréhension de la pathogénie de l’asthme et aux modalités de sa prise en 

charge thérapeutique (Figure 3).  

 

Figure 3 : Schéma représentant une bronche saine et une bronche en crise 

d'asthme.  

Cette dernière présente une obstruction liée à un excès de contraction du muscle lisse 
ainsi qu'une inflammation et un remodelage du mur bronchique (d'après 
http://www.passeportsante.net/DocumentsProteus/images/asthme). 

1.2.a) Hyperréactivité bronchique 

Définition 

La réactivité bronchique physiologique traduit l’aptitude des voies aériennes de sujets 

sains à développer une obstruction bronchique limitée en réponse à une forte 
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stimulation. L’HRB se définit donc comme une réponse « excessive » ou « démesurée » des 

voies aériennes à une grande variété de stimuli, qu’ils soient physiques, chimiques ou 

pharmacologiques, par rapport à la réponse des sujets sains. Il est habituel de faire la 

distinction entre, d’une part, l’HRB non spécifique, anomalie constamment retrouvée dans 

l’asthme et, d’autre part, l’HRB spécifique d’un allergène, présente uniquement chez les 

asthmatiques allergiques.  

HRB non spécifique 

Les stimuli susceptibles d’induire une HRB non spécifique peuvent être directs ou 

indirects (21) (Tableau 4). Les stimuli directs agissent sans intermédiaire sur l’effecteur 

principal de la réponse bronchique (i.e. le muscle lisse), par la stimulation d’un récepteur 

membranaire de la CML (cf chapitre I.1.2.a). Ainsi, la métacholine et l’histamine activent 

respectivement les récepteurs de type M3 et H1. Les stimuli indirects impliquent, quant à eux, 

une ou plusieurs voies intermédiaires aboutissant, généralement, à la libération de médiateurs 

bronchoconstricteurs par les cellules inflammatoires, telles que le mastocyte. Ainsi, l’exercice 

physique abrupt générant une hyperventilation à l’origine d’une déshydratation et une 

hypothermie du gaz ventilé, va permettre la contraction indirecte du muscle lisse bronchique 

par la sécrétion de médiateurs inflammatoires mastocytaires comme l’histamine ou les 

leucotriènes (11,22).  
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Mécanisme d'action

Pharmacologique Métacholine Direct

Histamine Direct

Physique Exercice abrupt Indirect

Air froid Indirect

Hyperventilation Indirect

Solution hypo-osmolaire Indirect

Chimique Adénosine Indirect

Mannitol Indirect

Stimulus Mécanisme d'action

Pharmacologique Métacholine Direct

Histamine Direct

Physique Exercice abrupt Indirect

Air froid Indirect

Hyperventilation Indirect

Solution hypo-osmolaire Indirect

Chimique Adénosine Indirect

Mannitol Indirect

Stimulus

 

Tableau 4 : Liste des principaux stimuli utilisés pour rechercher une 

hyperréactivité bronchique non spécifique. 

 

Quel que soit le mécanisme impliqué, la réponse bronchique peut être mesurée et 

quantifiée, comme cela a été décrit dans le chapitre I.1.A. En revanche, si tous les 

asthmatiques ont une HRB non spécifique, elle se retrouve également chez certains patients 

rhinitiques ou atteints de bronchopneumopathie obstructive (BPCO) (23). La mesure répétée 

de l’HRB a été proposée comme outil de suivi des patients asthmatiques, car elle serait 

corrélée à la sévérité de l’asthme et à son contrôle. Toutefois, les données actuelles, basées sur 

des études longitudinales, ne recommandent pas son utilisation dans le suivi des patients 

asthmatiques. Les critères de sévérité de l’HRB (borderline, modérée ou sévère) sont 

présentés dans la figure 2 (cf chapitre I.1.1.b) et sont calculés en fonction de normes 

prédéfinies (9). 

HRB spécifique 

L’HRB spécifique est induite par l’inhalation de l’allergène contre lequel le patient est 

spécifiquement sensibilisé. Sa mesure n’est toutefois réservée qu’aux essais cliniques ou à la 

recherche de pathologie professionnelle, car la stimulation spécifique par un allergène peut 
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potentialiser l’HRB non spécifique, et donc majorer la sévérité de la maladie. Cette réponse 

spécifique comporte deux phases : une phase précoce et une phase retardée. 

Phase précoce 

Elle survient dans les minutes suivant la stimulation et résulte de la dégranulation IgE-

dépendante des mastocytes. Ceux-ci libèrent des médiateurs bronchoconstricteurs tels que 

l’histamine, les prostaglandines ou les leucotriènes. L’amplitude de cette phase précoce est 

corrélée avec la masse musculaire lisse bronchique et, par conséquent, à l’intensité du 

remodelage bronchique (24). En effet, le remodelage bronchique conduit à une réduction du 

calibre bronchique qui va alors mécaniquement provoquer une augmentation des résistances à 

l’écoulement de l’air dans la bronche (25). De plus, la réponse contractile sera plus importante 

dans une bronche remodelée dont la masse musculaire lisse est augmentée (26). 

Phase tardive 

Elle survient 3 à 8h après la stimulation allergénique, chez environ 50% des patients, et 

semble davantage liée à l’inflammation qu’au remodelage bronchique (27-29). En effet, une 

corrélation positive a été retrouvée entre la concentration de cellules inflammatoires 

(éosinophiles et mastocytes) dans le LBA de patients asthmatiques et l’intensité de cette 

réponse obstructive bronchique tardive (30). L’implication de l’inflammation dans la phase 

tardive de l’HRB spécifique est également confortée par des arguments d’ordre 

pharmacologique. En effet, différents traitements à visée anti-inflammatoire diminuent cette 

phase retardée (31). C’est le cas des corticoïdes, des bloqueurs de CD11a, ou d’anticorps anti-

IL-4 bloquants, ces deux dernières molécules étant impliquées dans le recrutement de cellules 

inflammatoires (32,33).  
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1.2.b) Inflammation bronchique 

L'inflammation bronchique se caractérise par une infiltration de l’ensemble de la paroi 

bronchique chez l’asthmatique par différentes cellules inflammatoires, en particulier les 

mastocytes, les lymphocytes T et les polynucléaires éosinophiles. On notera également un 

rôle important des polynucléaires neutrophiles dans l’asthme sévère. 

Mastocytes 

Des mastocytes infiltrent la muqueuse bronchique dans l’asthme. Les mastocytes sont 

originaires de la moelle osseuse à partir d’un précurseur CD34+, CD117+ et CD90+. La 

forme sanguine circulante est immature. En effet, comme toute cellule inflammatoire, les 

mastocytes sont attirés sur le site de l’inflammation par des facteurs chimiotactiques sécrétés 

localement par les cellules résidentes ou d’autres cellules inflammatoires déjà sur place. Le 

recrutement des précurseurs mastocytaires dans la muqueuse bronchique se fait grâce à 

plusieurs chimiokines comme : CCL5, CXCL8, CXCL10, CXCL1 et CX3CL1 qui se fixent 

sur les récepteurs aux chimiokines : CCR3, CXCR1, CXCR3, CXCR4 et CX3CR1 

respectivement (Tableau 5) (34-36).  

 



Chapitre I Généralités 

 39

 

Tableau 5 : Récapitulatif des principales chimiokines et de leurs récepteurs 

Dans les colonnes ligands figurent la dénomination commune internationale et 
l'ancienne nomenclature des chimiokines. Les croix (X) indiquent la possibilité pour 
un ligand de se fixer sur un récepteur donné. 
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 Cependant, le TGF (Transforming growth factor)-β semble être le facteur 

chimiotactique dont la sensibilité est la plus grande (37). Une fois présents dans les tissus, les 

progéniteurs mastocytaires n’expriment plus le CD34 mais expriment le récepteur au SCF et 

le FcεRI. Les IgE, par leur fragment Fc, peuvent se fixer avec une très haute affinité sur ce 

dernier, entraînant la sensibilisation du mastocyte. Lorsqu’un mastocyte préalablement 

sensibilisé est mis en présence d’un allergène, la fixation des IgE sur l’allergène entraîne une 

dimérisation du récepteur FcεRI, et son activation via une cascade de réactions intracellulaires 

qui va conduire à la dégranulation du mastocyte. À l’inverse, la dégranulation mastocytaire 

peut être indépendante des IgE. Cette activation mastocytaire peut se faire grâce à de 

nombreux stimuli comme certains facteurs de croissance, des cytokines ou même des stimuli 

physiques comme le froid. La dégranulation de ces mastocytes entraîne la libération de 

nombreux médiateurs inflammatoires qui contractent le muscle lisse, majorent l’HRB, 

augmentent la masse musculaire lisse, mais stimulent également la production de mucus par 

les cellules épithéliales.  

Le mastocyte est en effet capable de produire et sécréter de nombreux médiateurs, 

comme l’histamine, ou des dérivés de l’acide arachidonique comme la prostaglandine D2 et 

des leukotriènes C4, D4 et E4 (38,39). De plus, le mastocyte va également sécréter de 

nombreuses cytokines comme l’IL-4, 5, et 13, mais également du TNF-α, du SCF, du TGF-β 

et du FGF2. Enfin, le mastocyte est capable de libérer de grandes quantités de sérines 

protéases dans le milieu extracellulaire comme la tryptase, et pour certains mastocytes la 

chymase, la carboxypeptidase et la cathepsine G.  

On observe la présence de mastocytes dans l’épithélium et le chorion muqueux 

bronchique. Au niveau des glandes muqueuses, on retrouve une importante 
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dégranulation de mastocytes qui semble contribuer à l’augmentation de sécrétion de mucus 

chez les patients asthmatiques (40). En effet, les mastocytes sécrètent l’amphiréguline et la 

chymase qui sont capables d’induire la production de mucus par les cellules épithéliales (41). 

Cependant, outre leur présence au niveau de l'épithélium ou du chorion muqueux, que l'on 

retrouve également dans d’autres maladies, les mastocytes infiltrent spécifiquement la couche 

musculaire lisse chez l'asthmatique et on a même parlé de myosite mastocytaire (42). La plus 

grande partie des effets physiopathologiques du mastocyte dans l’asthme s’exerce sur le 

muscle lisse et sera présenté dans le chapitre I.2.B des généralités.  

Il est habituel de classer les mastocytes en deux catégories : le type T (MCT) ne contient 

qu’une seule protéase, la tryptase, et le type TC (MCTC) qui contient en plus de la tryptase, la 

chymase, la carboxypeptidase et la cathepsine G (43). La concentration de tryptase dans les 

MCTC est cependant plus importante. Très récemment, une augmentation des MCT a été 

retrouvée dans la muqueuse bronchique des asthmatiques modérés alors que, dans l'asthme 

sévère, on retrouve une augmentation des MCTC (44). En effet, la tryptase, produit majoritaire 

des mastocytes, est impliquée dans de nombreux processus tels que l’HRB, l’inflammation et 

le remodelage des voies aériennes. 

La tryptase 

La tryptase humaine est une protéine enzymatique de 135 kDa de type sérine protéase 

décrite initialement comme similaire à la trypsine et synthétisée par les mastocytes puis 

libérée lors de la dégranulation mastocytaire (45). Les substrats de la tryptase sont peu 

nombreux. Il s’agit par exemple de peptides tels que le VIP, le CGRP, la vasopressine. Au 

niveau de la CML, la cible potentielle de la tryptase semble être le récepteur activé par les 
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protéases de type 2 (PAR-2) (cf chapitre I.1.2.b).  

Des concentrations élevées de tryptase ont été mesurées dans le liquide de LBA de 

malades asthmatiques (46,47). La tryptase participe au contrôle du tonus et de la réactivité du 

muscle lisse des voies aériennes. En effet, la tryptase potentialise la contraction induite par 

l’histamine par le biais de mécanismes liés au calcium extra-cellulaire, sur les bronches 

canines (48) et humaines (49). De plus, la tryptase induit un signal calcique transitoire (50). 

La tryptase peut aussi agir de manière indirecte sur le muscle lisse via le système non 

adrénergique non cholinergique : elle clive et inactive le VIP, un neurotransmetteur 

bronchodilatateur et n’inactive pas les tachykinines, substances impliquées dans la 

bronchoconstriction (51). In vivo, l’inhalation de tryptase humaine provoque une 

bronchoconstriction et une HRB chez le mouton allergique (52). De plus, le traitement par des 

inhibiteurs de la tryptase avant une stimulation allergénique diminue la réponse précoce et 

retardée, puis l’HRB non spécifique et l’inflammation éosinophile (53). Le rôle pro-

inflammatoire de la tryptase consiste à induire in vitro et in vivo la formation d’œdème et le 

recrutement de polynucléaires neutrophiles et éosinophiles (52,54,55). La tryptase stimule 

également la prolifération des fibroblastes et induit un chimiotactisme pour ce type cellulaire 

(56). En outre, la tryptase augmente la synthèse et la sécrétion de collagène de type I (57,58), 

participant ainsi aux lésions de fibrose chronique. La tryptase contribue également au 

remodelage des voies aériennes en stimulant la prolifération des cellules épithéliales (59), des 

cellules endothéliales (60,61) et des CML bronchiques humaines (62,63).  

Lymphocytes T 

Un important infiltrat de lymphocytes T est retrouvé dans la muqueuse bronchique des 
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asthmatiques, mais également dans le muscle lisse. L’adhérence des lymphocytes T aux CML 

augmente leur prolifération et contribuerait au remodelage (64). Le paradigme Th1/Th2 a 

longtemps été considéré comme déterminant dans l’immunopathologie de l’asthme. En effet, 

les lymphocytes T CD4+ sont majoritaires dans l'asthme et notamment le sous-type T helper 2 

(Th2) est prédominant. Le recrutement des lymphocytes Th2 dans la paroi bronchique 

implique principalement les récepteurs CCR3 et CCR4 (65). La production de chimiokines 

CCL22 et CCL17, deux ligands de CCR4 est en effet augmentée chez l’asthmatique (Tableau 

5). L'infiltrat Th2 est responsable de la production de nombreuses cytokines comme l'IL-4, 5, 

9 et 13 qui orchestrent l'inflammation éosinophilique et la production des IgE. De plus, la 

réponse inflammatoire Th2-dépendante va participer au développement de l’HRB (cf chapitre 

I.1.2.a). A l’inverse, les lymphocytes Th1, producteurs d’IFN-γ (Interferon-γ), sont connus 

pour inhiber la prolifération des lymphocytes Th2 (66). La réponse Th1 spécifique des 

infections virales ou bactériennes semble avoir un rôle protecteur dans l’asthme. En effet, les 

patients sensibles aux infections bactériennes de type Mycobacterium tuberculosis et donc 

chez qui une augmentation de la production de Th1 est retrouvée, développent moins 

d’asthme (67). De la même manière, chez les patients atteints de sclérose en plaque ou 

d’autres maladies auto-immunes avec surexpression de Th1 et de leurs cytokines, on observe 

une plus faible incidence de l’asthme (68,69). Par ailleurs, il a été montré qu’il existe chez 

l’asthmatique, qu’il soit ou non atopique, une population de lymphocyte T CD8+, producteurs 

d’IFN-γ (70). Cette population est liée à l’HRB et à la sévérité de l’asthme. De plus, il a été 

montré une augmentation des lymphocytes T producteurs d’IFN-γ chez les asthmatiques 

symptomatiques notamment (71). Il a ainsi été suggéré que la présence de cette population de 

lymphocytes Th1 semblait nécessaire au développement de l’asthme (72). Une autre catégorie 

de lymphocytes T CD4+, les lymphocytes T régulateurs (Treg), est également très 
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étudiée dans l’asthme et vient compliquer un peu plus les mécanismes de l’inflammation Th2-

dépendante dans l’asthme (73,74). Parmi ceux-ci, les Treg caractérisés par l’expression à leur 

surface du CD4, CD25, sont capables de diminuer la réponse Th2 (75). De plus, dans un 

modèle aigu d’asthme chez le rat, le rôle protecteur des Treg CD4+, CD25+, FoxP3+ 

(Forkhead box P3) dans l’HRB a été démontré (76). Chez l’homme, le traitement des 

asthmatiques aux glucocorticoïdes augmente l’expression des Treg par un mécanisme FoxP3 

dépendant (77). Dans ce contexte, il a été montré récemment une diminution d’expression de 

FoxP3 chez les patients asthmatiques (78). Ainsi, il semblerait que les mécanismes de 

l’inflammation se dirigent vers une conception en trois dimensions (Figure 4) (72).  

 

Figure 4 : Schématisation du concept en trois dimensions de l'inflammation 

bronchique.  

L'état normal est caractérisé par l'activation maximale des Treg. Chez l'atopique, 
cette activation est déficitaire et donne libre cours à l'activation Th2. Chez 
l'asthmatique s'y associe une activation Th1 maximale en cas d'exacerbations. 
(Reproduit de Mamessier et al., 2005 (72)). 

Cependant, l’immunopathologie de l’asthme semble être plus complexe encore avec le 

rôle plus récemment évoqué d’une autre sous-population de lymphocytes T : les 
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TH17 (79,80). 

Polynucléaires éosinophiles 

La très grande majorité des asthmatiques présente une infiltration bronchique à 

polynucléaires éosinophiles. Cependant, contrairement aux mastocytes et aux lymphocytes T, 

ces éosinophiles n'infiltrent pas la couche musculaire lisse. En effet, la tryptase mastocytaire 

empêche le recrutement des éosinophiles par la CML en clivant de manière sélective les 

chimiokines éotaxine et RANTES (81). Les polynucléaires éosinophiles sont originaires de la 

moelle osseuse à partir de précurseurs CD34+. Leur maturation a lieu dans la moelle osseuse 

sous l’effet de l’Il-5 notamment (82,83). L’essentiel de leur recrutement dans la muqueuse est 

dû à la production d’IL-5 par les lymphocytes Th2 et les mastocytes. L’IL-5 joue un rôle 

important dans la maturation, la différenciation et la survie des éosinophiles qui vont libérer, 

en retour, de nombreuses cytokines comme l'IL-4 et l'IL-13 qui entretiennent la réponse 

inflammatoire Th2 (84). Les éosinophiles libèrent également des médiateurs impliqués dans la 

contraction musculaire lisse, comme les prostaglandines ou les leucotriènes, mais également 

dans l’HRB, comme la MBP (Major Basic protein). Ils produisent également du TGF-β et de 

l’ECP (eosinophil cationic protein) et participent ainsi au remodelage bronchique (85). Il a été 

montré notamment un rôle important des éosinophiles dans la destruction de l’épithélium. En 

effet, l’ECP contribue à l’abrasion de l’épithélium bronchique humain (86). L’utilisation 

d’anticorps bloquant l’IL-5 est controversée et a fait l’objet de plusieurs études dans les 

dernières années (87,88). Probablement, l’absence d’effet chez certains asthmatiques est en 

rapport avec des phénotypes différents. Très récemment, une étude a montré que le 

mepolizumab entraînait une diminution des exacerbations chez des asthmatiques sévères (88).  



Chapitre I Généralités 

 46

Polynucléaires neutrophiles 

L’infiltration de la paroi bronchique par des neutrophiles semble être une caractéristique 

de l’asthme sévère. Les polynucléaires neutrophiles proviennent eux aussi de la moelle 

osseuse où se fait leur maturation. Ils sont recrutés dans la bronche à partir de leur forme 

sanguine déjà mature (89). Ce recrutement nécessite la production locale de CXCL8 (90) qui 

se fixe sur les récepteurs CXCR1 et CXCR2 exprimés à la surface des neutrophiles (Tableau 

5) (91). Les neutrophiles sécrètent des protéases comme les métalloprotéinases 9 et l’élastase 

qui vont dégrader la matrice extracellulaire (92). Le neutrophile est également à l’origine de la 

production d’espèces réactives dérivées de l’oxygène (ROS), et de cytokines telles que l’IL-

1β, l’IL-6 et l’IL-8 ainsi que le TNF (Tumor necrosis factor)-α et le TGF-β qui peuvent agir 

sur la CML notamment (93,94). Plusieurs études montrent une corrélation entre l’infiltration 

de neutrophiles et la diminution du VEMS et font de l’infiltrat neutrophilique, un signe 

pronostic de l’asthme sévère (95,96). Récemment, l’implication des lymphocytes Th17 dans 

la régulation de l’inflammation neutrophilique dans l’asthme sévère a été évoquée (80).  

1.2.c) Remodelage bronchique 

Il s’agit d’un processus anormal de réparation de l’inflammation bronchique. Il se 

caractérise par un ensemble de modifications anatomiques affectant, à des degrés divers, 

toutes les composantes de la paroi bronchique des voies aériennes proximales et distales, i.e. 

l’épithélium, la membrane basale, la matrice extra-cellulaire, les glandes séro-muqueuses, les 

vaisseaux et le muscle lisse bronchique (97). Ces altérations structurales peuvent apparaître 

précocement dans l’histoire naturelle de la maladie. Elles contribuent à l’installation d’une 
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obstruction bronchique fixée, moins réversible et correspondent donc à une évolution 

défavorable de la maladie.  

Epithélium bronchique 

L’asthme se caractérise, classiquement, par une desquamation de l’épithélium 

bronchique et un renouvellement cellulaire plus important. L’importance des altérations 

épithéliales est corrélée à l’HRB. Dans l’asthme sévère, en revanche, l’épithélium est 

hyperplasique, avec une augmentation du nombre de cellules à mucus (98-100). De plus, la 

concentration de lipoxine A4 (LXA4) est diminuée dans le surnageant issu d’expectorations 

induites de patients asthmatiques sévères (101). La LXA4 est un médiateur lipidique dérivé de 

l’acide arachidonique aux propriétés anti-inflammatoires qui pourraient résulter de sa fixation 

sur son récepteur spécifique, le FPRL-1, dont l’expression dans l’épithélium de l’asthmatique 

sévère reste à préciser. 

Membrane basale et matrice extra-cellulaire 

Une fibrose sous-épithéliale intéressant la lamina reticularis est observée dans l’asthme, 

et est à l’origine d’un pseudo-épaississement de la membrane basale (102,103). Elle résulte de 

la combinaison de 2 mécanismes. D’une part, le dépôt de protéines de la matrice extra-

cellulaire (collagène I, III, V, fibronectine, tenascine, protéoglycanes) par les fibroblastes, 

myofibroblastes et CML, est augmenté. D’autre part, il existe un déséquilibre entre 

l’expression des métalloprotéinases qui dégradent ces protéines et celle de leurs inhibiteurs 

endogènes, les TIMP. 
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Glandes séro-muqueuses 

Une hypertrophie des glandes séro-muqueuses est retrouvée dans l’asthme et conduit à 

une hypersécrétion de mucus qui renforce l’obstruction bronchique (1). Les mécanismes 

responsables de cette hypertrophie sont inconnus à l’heure actuelle. Cependant, l’implication 

de gènes responsables de la production de mucus comme MUC2, MUC5AC par différentes 

cytokines Th2 comme l’IL-4, l’IL-5, l’IL-9 et l’IL-13 a été démontrée (104,105). L’Il-1β et le 

TNF-α semblent être également mis en jeu dans l’activation des gènes MUC (106). 

L’angiogenèse 

Le nombre des vaisseaux sanguins bronchiques est augmenté dans l’asthme (97,107). 

Les mécanismes responsables de cette angiogenèse demeurent mal connus, mais plusieurs 

travaux suggèrent l’implication d’un facteur de croissance de l’endothélium, le VEGF. En 

effet, le VEGF est augmenté dans l’asthme et semble colocalisé avec les marqueurs des 

éosinophiles, des mastocytes et des lymphocytes Th2, suggérant le rôle de l’inflammation 

dans ce mécanisme (108,109). Dans un modèle de souris asthmatique, le niveau de VEGF est 

retrouvé augmenté et son inhibition conduit à une diminution de l’inflammation ainsi que de 

l’HRB (110,111).  Enfin, dans un modèle de souris surexprimant le VEGF au niveau 

épithélial, on observe une augmentation de l’angiogenèse (111). Ces souris sont plus sensibles 

à la stimulation par un allergène avec une HRB et une inflammation bronchique plus fortes 

(111). Ainsi, l’angiogenèse, bien qu’encore peu étudiée, semble être une composante 

importante de la maladie asthmatique. 
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Muscle lisse bronchique 

L’augmentation de la masse du muscle lisse bronchique représente une composante 

essentielle du remodelage bronchique dans l’asthme (112). Elle est en effet corrélée à une 

dégradation non réversible de la fonction ventilatoire chez les asthmatiques (113). Elle 

implique à la fois une augmentation de l’hypertrophie et de l’hyperplasie des CML (Figure 5). 

Cette partie sera développée dans le chapitre I.2.3. 

 

Figure 5 : Les trois principales caractéristiques du remodelage musculaire lisse 

dans l'asthme.  

L'hyperplasie peut être due à une augmentation de la prolifération, une diminution de 
l'apoptose ou le recrutement de cellules mésenchymateuses. (D'après Bara et al., 
2010 (114)). 
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2. Le rôle central de la cellule musculaire lisse 

dans la physiopathologie de l'asthme 

Le muscle lisse bronchique est présent dès le 53ème jour de gestation, avec des bandes 

musculaires bien visibles au niveau des voies aériennes proximales et des CML plus éparses 

dans les bronches distales. Le muscle lisse bronchique est mature à la naissance (115). Il est 

réparti le long de l'arbre trachéo-bronchique depuis la trachée jusqu'aux bronchioles 

terminales (116). Au niveau de la trachée, le muscle lisse est organisé en faisceaux 

transversaux à la partie postérieure. Au fur et à mesure des subdivisions dans l'arbre 

bronchique, et plus le diamètre bronchique diminue, le tissu musculaire prédomine par rapport 

aux autres structures de la paroi bronchique et les faisceaux musculaires deviennent organisés 

en hélice.  

D’un point de vue morphologique, les CML des voies aériennes ont une forme allongée 

et sont orientées parallèlement les unes aux autres, formant des faisceaux. Au niveau 

cellulaire, autour d’un noyau unique, central, sont présents des organites divers, tels que des 

mitochondries, des lysosomes et un appareil de Golgi. Le réticulum sarcoplasmique est peu 

développé mais joue un rôle fonctionnel important. Le cytosol est caractérisé par la présence 

de filaments d’actine de 4 à 7 nm de diamètre, de myosine de 12 à 20 nm, et de filaments 

intermédiaires de 8 à 12 nm. Les protéines qui les régulent sont également présentes, 

caldesmone et calponine principalement. Les filaments contractiles sont arrimés à la 

membrane plasmique ou plasmalemma au niveau de régions denses aux électrons. 
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Au niveau physiologique, le rôle du muscle lisse est controversé. Le muscle lisse 

interviendrait dans la distribution de la ventilation dans les bronches ou encore dans la 

propulsion du mucus (117,118). Cependant, ces rôles potentiels n'ont pas été 

expérimentalement validés. Paradoxalement, le rôle physiopathologique du muscle lisse dans 

l'asthme est mieux connu. En effet, les CML sont des cellules clés dans la physiopathologie 

de l'asthme en tant que cellules effectrices de la contraction et de la réactivité bronchique. Les 

mécanismes de contraction et de relaxation des CML ont été largement étudiés dans la 

littérature et plusieurs médiateurs broncho-constricteurs et broncho-dilatateurs ont été 

identifiés. Plus récemment, il a été établi que les CML bronchiques jouaient un rôle dans 

l'inflammation et le remodelage des voies aériennes, notamment par leurs propriétés 

d'hyperplasie, d'hypertrophie et de synthèse de cytokines (37,112,114,119,120).  

2.1) Rôle de la CML bronchique dans l'HRB 

La réactivité bronchique traduit l'aptitude des voies aériennes de sujets sains à diminuer 

leur diamètre en réponse à une forte stimulation physique, chimique ou pharmacologique 

(121). Le muscle lisse des voies aériennes est l'effecteur principal de la réactivité bronchique. 

Physiologiquement, la contraction du muscle lisse des voies aériennes est sous le contrôle de 

nombreux messagers extracellulaires qui agissent grâce à une interaction avec des récepteurs 

spécifiques présents sur la membrane plasmique de la CML. Ces messagers extracellulaires 

peuvent être classés en deux grandes catégories : les médiateurs, essentiellement produits par 

les cellules inflammatoires et épithéliales et les neurotransmetteurs du système nerveux 

autonome (Figure 6). 
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2.1.a) Médiateurs 

Les médiateurs représentent un groupe de substances ubiquitaires, produites 

principalement par les cellules inflammatoires, comme les mastocytes, les polynucléaires 

éosinophiles et neutrophiles, les macrophages ainsi que par les cellules épithéliales et 

endothéliales des voies aériennes.  
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Figure 6 : Contrôle de la contraction des cellules musculaires lisses. 
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Histamine 

L’histamine est un médiateur chimique présent dans les mastocytes et libéré lors de la 

dégranulation mastocytaire mais qui peut également être produit en faible quantité par les 

polynucléaires basophiles (122). Elle agit directement sur le muscle lisse par interaction avec 

le récepteur à l'histamine prédominant, le récepteur H1, puis entraîne une contraction (123).  

Éicosanoïdes 

Issus du métabolisme de l’acide arachidonique, les éicosanoïdes sont des lipides qui 

incluent deux familles principales ie les prostanoïdes et les leucotriènes. Les prostanoïdes, 

métabolisés par la cyclooxygénase, comprennent les thromboxanes, les prostaglandines et la 

prostacycline. Les leucotriènes sont métabolisés par la 5-lipooxygénase. Les leucotriènes 

cystéinés, ie les leucotriènes C4, D4 et E4, sont de puissants constricteurs du muscle lisse 

bronchique humain in vitro et in vivo (124), en se fixant sur trois types de récepteurs : cysLT1, 

cysLT2 et cysLT3. 

En outre, les leucotriènes jouent un rôle dans les phases précoce et tardive de 

l’obstruction bronchique induite par un allergène en association avec l’histamine (125). Le 

thromboxane A2, les prostaglandines D2 et F2α agissent sur la contraction du muscle lisse 

bronchique principalement par l’intermédiaire du récepteur TP (126). De manière plus 

récente, il a été montré que les isoprostanes, une nouvelle classe de prostaglandines, peuvent 

être synthétisées par un mécanisme indépendant de la cyclooxygénase (127). Le représentant 

majeur de ce groupe chez l’homme, le 8-épi-PGF2α contracte les bronches humaines in vitro 

(128). Par ailleurs, les prostaglandines E2 et I2 dilatent la bronche en relaxant le muscle lisse 

(129,130). Toutefois, la spécificité de certaines prostaglandines pour leur récepteur n'est pas 
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totale ce qui explique par exemple, qu'à fortes doses, la prostaglandine E2 contracte la bronche 

via le récepteur TP (131). 

Cytokines 

Les cytokines sont des substances de communication agissant à distance pour réguler 

l'activité et la fonction des cellules. Certaines cytokines participent au contrôle de la réactivité 

musculaire lisse bronchique. À titre d’exemple, l’incubation d’anneaux bronchiques humains 

avec des cytokines de type TH2 telles que l’IL-5, ou avec le GM-CSF, augmente la 

contraction induite par l’acétylcholine (132). La réactivité β-adrénergique de CML 

bronchiques humaines en culture est diminuée par l’IL-13 (133). Si les données concernant 

les cytokines de type TH1, et notamment l’IFN-γ, sont controversées (134,135), le rôle de 

cytokines pro-inflammatoires dans la genèse d’une HRB a été établi. Chez l’homme, 

l’inhalation de TNF-α recombinant augmente la réactivité à la métacholine des voies 

aériennes de sujets normaux (94). De même, l’administration intra-trachéale d’IL-1β chez le 

rat se traduit par une augmentation de la réactivité à la bradykinine (136). 

Autres médiateurs 

Outre la tryptase (cf. Chapitre I.2.B : Interaction CML / Mastocyte), d’autres médiateurs 

peuvent moduler directement la réactivité musculaire lisse bronchique. In vitro et in vivo, 

l’endothéline 1, sécrétée par les cellules endothéliales et épithéliales bronchiques, est un 

constricteur puissant des bronches humaines (137). Cette réponse contractile dépend de 

l’activation spécifique d’un récepteur ETB (138). Enfin, la bradykinine contracte le muscle 

lisse des bronches humaines mais uniquement distales (139). 
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2.1.b) Neurotransmetteurs 

Le muscle lisse des voies aériennes est innervé par des fibres afférentes et efférentes du 

système nerveux autonome. Trois types de voies efférentes sont mis en jeu : les systèmes 

cholinergique et adrénergique, mais également un système non adrénergique non 

cholinergique (NANC) (Figure 7). 
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Figure 7 : Système nerveux autonome du muscle lisse bronchique. 

NANC : Non excitateur non inhibiteur, SP : Substance P, NK : Neurokinine, CGRP : 
Calcitonin gene-related peptide, NA : Neurokinine A, VIP : Peptide vasointestinal, 
NO : Monoxyde d'azote. 

Système cholinergique 

Les fibres empruntent le nerf vague. Ce système peut être considéré comme la 

commande bronchoconstrictrice principale chez l’homme (140) et l’acétylcholine comme le 
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neurotransmetteur prédominant des voies aériennes humaines. Son mécanisme d’action au 

niveau du muscle lisse bronchique passe par une interaction spécifique avec les récepteurs 

muscariniques M3. Cependant, l’acétylcholine agit aussi par l’intermédiaire de récepteurs de 

type M2, couplés à une protéine Gi, dont la stimulation inhibe la production d’AMP cyclique, 

qui relâche le muscle lisse (141). 

Système adrénergique 

Le rôle fonctionnel du système adrénergique est modeste au niveau des voies aériennes. 

D’une part, l’innervation adrénergique directe du muscle lisse bronchique est pauvre (142), ce 

qui contraste avec la densité des récepteurs β-adrénergiques présents sur les CML 

bronchiques. En effet, la stimulation de ces récepteurs déclenche une bronchodilatation, ainsi, 

des médicaments β2 adrénergiques stimulants ont été synthétisés et sont largement utilisés 

dans le traitement de l'asthme. D’autre part, la stimulation des fibres nerveuses adrénergiques 

provoque une bronchodilatation faible, via l’inhibition de la voie cholinergique. 

Système NANC 

Le système non adrénergique non cholinergique est constitué de deux composantes : le 

système NANC inhibiteur (NANCi) et le système NANC excitateur (NANCe). Le système 

NANCi n’a pas de structure nerveuse propre et chemine avec la voie cholinergique. Il met en 

jeu la libération de monoxyde d’azote (NO) et de peptide vasointestinal (VIP). Ces deux 

médiateurs ont des propriétés broncho-dilatatrices in vitro. Chez l'homme, où l'innervation 

adrénergique joue un rôle relaxant mineur, le NANCi est considéré comme la seule 

commande nerveuse bronchodilatatrice (143). Le NANCe possède des fibres nerveuses 

propres. Il s’agit du cheminement antidromique via les fibres sensitives de type C. Les effets 
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du système NANCe sont liés à la libération de médiateurs appelés tachykinines. Il existe trois 

types de tachykinines, la substance P, les neurokinines A et B et le « calcitonin gene-related 

peptide » (CGRP), agissant sur 3 types de récepteurs : NK1, NK2 et NK3 (144). Lorsque des 

bronches humaines sont passivement sensibilisées avec du sérum de patient allergique, une 

hyperréactivité à la neurokinine A et à la substance P est observée (145). Le récepteur NK2 

est essentiellement impliqué dans la broncho-constriction alors que les effets inflammatoires 

neurogènes sont liés à une stimulation du récepteur NK1 (146).  

2.1.c) Le couplage excitation-contraction 

A la différence du muscle squelettique dont la contraction dépend essentiellement d'une 

stimulation nerveuse et de la genèse d'un potentiel d'action, la contraction du muscle lisse 

bronchique est contrôlée par de nombreux messagers extracellulaires décrits dans le chapitre 

précédent. La transduction membranaire du message extracellulaire responsable de la 

contraction aboutit à l'augmentation de la concentration cytosolique en ions calcium. En effet, 

dans les CML bronchiques humaines, l’ion calcium joue le rôle de second messager : la 

variation de concentration en calcium libre cytoplasmique contrôle le mécanisme de 

contraction. L’augmentation de la concentration calcique cytosolique depuis 10-7 M jusqu’à 

10-5 M provoque la contraction de fibres musculaires lisses de manière concentration 

dépendante (147). Il est couramment admis de distinguer deux types de couplage excitation-

contraction (Figure 8). 

Le couplage électro-mécanique implique l’ouverture de canaux calciques membranaires 

lors de l’augmentation du potentiel de membrane entraînant la contraction musculaire. À 

l’opposé, le couplage pharmaco ou chimio-mécanique implique des messagers 



Chapitre I Généralités 

 58

extracellulaires pouvant entraîner une contraction indépendamment d’une variation de 

potentiel de membrane. L'entrée de calcium extracellulaire est liée pour l'essentiel à la 

dépolarisation de la membrane plasmique. Cette dépolarisation, dans des conditions 

physiologiques, ne déclenche pas un potentiel d'action dans le muscle lisse des voies 

aériennes mais entraîne l'ouverture des canaux calciques dépendants du potentiel (VOC), 

induisant un influx de calcium extracellulaire. 
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Figure 8 : Couplage excitation-contraction.  

R : Récepteur membranaire, PLC : Phospholipase C, PIP2 : Phosphatidyl-inositol-
diphosphate, DAG : Diacylglycérol, IP3 : Inositol triphosphate, RIP3 : Récepteur à 
l'IP3, RRY : Récepteur à la ryanodine, RS : Réticulum sarcoplasmique. 
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Le couplage pharmaco-mécanique (148) comporte plusieurs étapes : la fixation de 

l’agoniste à son récepteur spécifique couplé à une protéine G induit la dissociation de la 

protéine G et l’activation d’une enzyme, la phospholipase C. La phospholipase C catabolise 

les phosphoinositides membranaires, ce qui induit la production d’inositol triphosphate. 

L’inositol triphosphate joue un rôle central dans ce couplage en se fixant sur son récepteur 

spécifique, récepteur canal calcique situé sur la membrane du réticulum sarcoplasmique, 

induisant la libération des stocks de calcium et l’augmentation de la concentration calcique 

cytosolique (149). 

2.1.d) Les protéines contractiles 

L’augmentation de la concentration calcique cytosolique entraîne la formation cyclique 

de ponts d'acto-myosine concourant au développement de la force contractile. Elle permet la 

liaison du calcium à une protéine cytosolique de faible poids moléculaire (16 kDa), la 

calmoduline, ce qui provoque l’activation de la kinase des chaînes légères de la myosine 

MLCK (150) : la phosphorylation de la myosine permet ainsi l’établissement de ponts d’acto-

myosine, d’où le raccourcissement du muscle. La diminution de la concentration calcique 

s’accompagne d’une déphosphorylation de la myosine, assurée par une autre enzyme 

spécifique, la phosphatase des chaînes légères de la myosine (MLCP). La balance 

MLCK/MLCP est une particularité de la contraction du muscle lisse et un élément de 

sensibilisation de l’appareil contractile au calcium. Une autre particularité du muscle lisse est 

la présence de protéines associées aux protéines contractiles, comme la calponine et la 

caldesmone. Ces deux protéines, lorsqu’elles sont phosphorylées, augmentent la 

sensibilisation de l’appareil contractile au calcium (151,152).  
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2.2) Rôle de la CML bronchique dans l'inflammation 

(mastocyte / PAR-2) 

La CML a longtemps été considérée comme un effecteur uniquement responsable de la 

contraction bronchique. Depuis plusieurs années, son statut a changé et elle est désormais 

considérée comme une cellule inflammatoire à part entière. En effet, la CML est capable de 

proliférer, d'adopter un profil sécrétant ou d'interagir directement avec des cellules 

inflammatoires. Les études les plus récentes font même de la CML l’un des types cellulaires 

les plus importants dans la physiopathologie de l’asthme (153,154), et une cible de choix pour 

les nouvelles thérapeutiques (114,155).  

2.2.a) Synthèse de médiateurs inflammatoires par la CML 

La CML synthétise et sécrète une panoplie de médiateurs. À titre d’exemple, les CML 

en culture sont capables de produire des cytokines comme l’IL-5, l’IL-6 (132,156), des 

facteurs de croissance comme le GM-CSF, le TGF-β1 et le SCF (157,158). Il a également été 

montré que les CML en culture pouvaient produire des chimiokines comme le RANTES, l’IL-

8, la MCP-1 (Monocyte chemotactic protein) ou l’éotaxine (159,160). Il faut remarquer que 

cette production de cytokines peut être constitutive ou induite par l’effet de cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-1β ou le TNF-α (161). Certaines de ces cytokines ainsi 

synthétisées ont une action d’attraction vis-à-vis de différents types cellulaires : le SCF, le 

TGF-β1, le RANTES (Regulated on activation, normal T-cells expressed and secreted) et 

l’IP-10 (Interferon-γ (IFN-γ) inducible protein-10) ont un pouvoir chimiotactique prononcé 

pour les mastocytes tandis que l’IL-8, l’éotaxine et MCP-1 induisent un chimiotactisme pour 
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les polynucléaires neutrophiles, les polynucléaires éosinophiles et les monocytes, 

respectivement. 

Les CML bronchiques humaines sécrètent donc des cytokines de type TH1 (IL-2, IL-12 

et IFN-γ) et TH2 (IL-5) (162). Or, la sensibilisation passive de CML avec du sérum de malade 

asthmatique entraîne une augmentation précoce et importante de l’expression d’ARNm de 

cytokines TH2, suivi d’une augmentation moindre de l’expression de cytokines TH1 (132). 

De plus, l’activité de synthèse de cytokines par les CML peut être modifiée par l’effet 

d’agents anti-inflammatoires. Par exemple, la sécrétion d’IL-8 par des CML bronchiques 

humaines en culture stimulées par le TNF-α est inhibée par un glucocorticoïde de synthèse, la 

dexaméthasone (159). La production de GM-CSF par des CML est également diminuée en 

présence de dexaméthasone (163). Enfin, il a été montré que la dexaméthasone inhibait 

fortement la libération de prostaglandine E2 par les CML stimulées par l’IL-1β mais aussi 

l’expression de cyclooxygénase de type 2 induite par l’IL-1β (164). Cependant, cette 

inhibition de la synthèse de cytokines par les glucocorticoïdes n’est probablement pas efficace 

dans l’asthme. En effet, l’absence du C/EBPα (165), dans les CML d’asthmatiques rend leur 

administration inefficace sur la synthèse de cytokines par la CML.  

La production de facteurs chimiotactiques permet à la CML d’initier et d’entretenir la 

migration d’autres cellules inflammatoires, contribuant ainsi à l’entretien de la réaction 

inflammatoire (166). L’ensemble de ces travaux suggère que les CML bronchiques jouent un 

rôle clé dans la synthèse de cytokines, conférant ainsi à ce type cellulaire un statut de cellule 

inflammatoire à part entière.      
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2.2.b) Interaction CML / Mastocyte 

La production de cytokines par la CML permet ainsi l’attraction de nombreuses cellules 

inflammatoires. Cependant, l’infiltrat mastocytaire du muscle lisse semble spécifique et 

caractéristique de l’asthme (167). Il existe, de plus, une dégranulation mastocytaire objectivée 

ex vivo en microscopie électronique (154). Le lien étroit qui semble exister entre ces deux 

types cellulaires a été étudié, notamment au sein du laboratoire. Il a ainsi été montré que la 

CML entraînait un chimiotactisme des mastocytes via une boucle d’auto-activation positive 

(37) (Figure 9). 
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Figure 9 : Mécanisme de la myosite mastocytaire.  

FKN : Fraktalkine, VIP : Vasoactive intestinal peptide, IP-10 : Interferon inducible 
protein-10, SCF : Stem cell factor, TGF : Transforming growth factor, TNF : Tumor 
necrosis factor. (D’après Berger et al., 2003 (37)) 
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Lors de la dégranulation mastocytaire, la tryptase et le TNF-α notamment, sont libérés 

et stimulent la CML. Ainsi stimulée, la CML synthétise du TGF-β1 et du SCF qui vont attirer 

de nouveaux mastocytes et amplifier cette interaction (37,42). D’autres travaux sont venus 

compléter ces premiers résultats. En effet, cette boucle fait intervenir d’autres facteurs comme 

l’IP-10 ou CXCL10 (35) et la Fractalkine ou CX3CL1 (36). En effet, la CML synthétise aussi 

ces chimiokines et le mastocyte exprime leur récepteur, CXCR3 et CX3CR1 respectivement. 

Cependant, pour la Fractalkine, la présence de VIP (peptide vasointestinal) est nécessaire pour 

que le muscle lisse exerce son pouvoir chimiotactique (36) (Figure 9). En aval de ce 

chimiotactisme, les mastocytes peuvent adhérer à la couche musculaire lisse par des 

interactions cellules-cellules (168) ou plus majoritairement par des interactions cellules-

matrice-cellules (169). Cette adhérence est augmentée avec des CML d’asthmatiques et lors 

de stimulations inflammatoires (169).  

Le récepteur activé par les protéases (PAR) de type 2, présent à la surface des CML 

bronchiques humaines (170), est une cible particulièrement intéressante dans cette boucle 

d’auto-activation (37). En effet, la tryptase est le produit de sécrétion majoritaire du mastocyte 

et elle active le PAR-2. De plus, la stimulation directe du PAR-2 musculaire lisse entraîne la 

même migration mastocytaire (cf chapitre I.1.2.b). 

2.2.c) Le récepteur activé par les protéases de type 2 (PAR-2) 

Le PAR-2 appartient à une famille de quatre récepteurs : PAR-1, PAR-2, PAR-3 et 

PAR-4. Les PAR ont été initialement identifiés dans les mécanismes de coagulation et 

d’activation plaquettaire. Plus récemment, leur rôle dans l’inflammation a été démontré et a 

attiré l’attention de plusieurs équipes (171). Les PAR sont des récepteurs à 7 
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domaines transmembranaires couplés aux protéines G, pourvus d’une partie NH2-terminale 

extracellulaire et d’une séquence COOH-terminale intracellulaire. Ils sont largement exprimés 

dans les cellules vasculaires et bronchiques.  

Le PAR-2 a été cloné en 1994 chez la souris (172), puis en 1995 chez l'homme (173). 

Son gène appelé F2RL1 (coagulation factor II (thrombin) like 1) est présent sur le 

chromosome 5. Son ARNm de 1,2 Kb code pour une protéine de 397 acides aminés. Le PAR-

2 est exprimé à la surface de nombreuses cellules, notamment les CML des voies aériennes 

(170,174,175). 

Le PAR-2 des voies aériennes est activé par des sérines protéases, comme la tryptase 

mastocytaire (176,177), l’élastase neutrophile (178) ou la trypsine (179) par un mécanisme 

singulier de clivage protéolytique. Dans d’autres types cellulaires, le PAR-2 peut également 

être activé par les kallikréines, sérines protéases scindant les kallinogènes en kinines (180), ou 

encore le "Tissu Factor" TF-VIIa, activateur physiologique de la cascade de coagulation 

(181). Par ailleurs, l'activation du PAR-2 par des protéases exogènes a été démontrée. En 

effet, de nombreux allergènes comme les acariens de la poussière de maison : 

Dermatophagoides pteronyssinus (Der p), présentent une activité protéasique impliquée dans 

l'activation des cellules musculaires lisses bronchiques mais aussi des cellules épithéliales, des 

lymphocytes T ou encore des éosinophiles (182-186).  

Contrairement aux récepteurs classiques, pour lesquels le ligand n’appartient pas au 

récepteur, le PAR-2 possède son propre ligand spécifique. Après fixation de l’enzyme sur le 

PAR-2, le clivage de la partie NH2-terminale au niveau d’un site spécifique permet la liaison 

du nouveau segment NH2-terminal, le ligand lié, sur la deuxième boucle extracellulaire 
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(187,188) (Figure 10). Cette interaction va induire un changement de conformation du 

récepteur et permettre son activation et le recrutement des protéines G (189).  
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Figure 10 : Mécanismes d'activation protéolytique du récepteur PAR-2. 

 A : PAR-2 non activé. B : Le PAR-2 est activé par clivage protéolytique. La nouvelle 
séquence N-terminale SLIGKV se fixe sur la deuxième boucle extracellulaire. 

Cette activation va entraîner la translocation à la membrane de protéines G kinases 

(GRK, G protein-coupled receptor kinase) qui vont phosphoryler le récepteur, favoriser sa 

liaison à la β-arrestine et ainsi sa désensibilisation (Figure 11). Une réponse prolongée 

implique alors la translocation des récepteurs jusqu’à la surface cellulaire. En effet, la 

resensibilisation du PAR-2 implique la mobilisation d'un pool de récepteurs préformés au 

niveau de l’appareil de Golgi, ainsi qu'une synthèse de novo de récepteurs, activée par des 

médiateurs inflammatoires (190). Suite au clivage de tous les récepteurs 



Chapitre I Généralités 

 66

membranaires, on retrouve un taux quasi identique de leur nombre après un peu plus de 3 

heures témoignant d’un turn-over rapide du récepteur, comme cela a été démontré sur des 

artères porcines (191). 

Par ailleurs, l'activation du PAR-2 s’accompagne très rapidement d’une internalisation 

du récepteur dans des endosomes précoces et d’un adressage de la majorité des vésicules vers 

les complexes de dégradation protéique. On note également un possible recyclage des 

récepteurs clivés, et donc non fonctionnels, à la membrane plasmique. L’activation du PAR-2 

est donc irréversible, le récepteur étant dégradé par ubiquitination dans les lysosomes (192) 

(Figure 11). 

 

Figure 11 : Désensibilisation, resensibilisation et traffic vésiculaire du PAR-2.  

(Reproduit de ossovskaya et al., 2004 (189)). 

Au niveau fonctionnel, la liaison du PAR-2 à la β-arrestine facilite la signalisation ERK 
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et la médiation des effets cellulaires (193-195). Le PAR-2 peut aussi être activé 

expérimentalement, sans clivage enzymatique préalable, par l’administration exogène d’un 

peptide dont la séquence, SLIGKV, correspond à celle du ligand lié chez l’homme (173,196). 

Au niveau cellulaire, le changement de conformation du récepteur active deux types de 

protéines G : Gαq et/ou Gαi. L’activation de Gαq va entraîner une augmentation du calcium 

intracellulaire, via la voie des phospholipides membranaires (197). La protéine Gαi, quant à 

elle, active la Phosphatidyl inositol 3 kinase, la voie ERK des MAPs kinases, et la 

transcription de gènes spécifiques impliqués dans la synthèse protéique ou la prolifération 

cellulaire (198). Ces deux voies de transduction du PAR-2 ont été objectivées dans les CML 

bronchiques humaines (37,50,62,171) (Figure 12). Une autre voie impliquant les protéines 

Gα12/13 et activant la voie RhoA a été décrite dans la contraction des CML (199). 

En plus des effets du PAR-2 sur l’HRB et la prolifération des CML, il est probable que 

le PAR-2 représente le lien entre le mastocyte et l’inflammation neurogène. En effet, la 

tryptase stimule la libération de neuropeptides par certains nerfs sensitifs par un mécanisme 

dépendant du PAR-2 (200). L’invalidation du gène PAR-2 ou sa surexpression dans un 

modèle d’asthme murin, a montré le rôle de ce récepteur dans l’inflammation et ses 

conséquences sur l'hyperréactivité bronchique (201-204). D'autre part, le PAR-2 est 

également présent au niveau épithélial et son activation entraîne la libération de cytokines 

comme l’éotaxine et le GM-CSF (184) ou de métalloprotéases comme la MMP-9 (205). Le 

PAR-2 épithélial entraîne, de plus, la relaxation des CML via la libération de PGE2 (206,207). 

Dans ce contexte, le PAR-2 exprime une dualité fonctionelle avec une relaxation musculaire 

lisse induite par l'épithélium bronchique et une contraction induite par le PAR-2 du muscle 

lisse lui-même.  
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Figure 12 : Voies de signalisation cellulaire du PAR-2.  

RhoGEF : Rho guanine nucleotide exchange factor, PLC : Phospholipase C, Pi3K : 
Phosphoinositol 3 kinase, IP3 : Inositol triphosphate, DAG : Diacylglycérol, PKC : 
Protein kinase C. (Reproduit de Reed et Kita, 2004 (171)). 

2.3) Rôle de la CML bronchique dans le remodelage lié 

à l'asthme 

Ce chapitre a fait l’objet d’une revue publiée dans l’ « European Respiratory Journal ». 

Depuis la rédaction de cette revue, deux articles viennent très récemment confirmer la 

présence d’un excès de prolifération ex vivo en fonction de la sévérité de l'asthme (208,209). 
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REVIEW

Pathophysiology of bronchial smooth

muscle remodelling in asthma
I. Bara*,#, A. Ozier*,#,", J-M. Tunon de Lara*,#,", R. Marthan*,#," and P. Berger*,#,"

ABSTRACT: Whereas the role of bronchial smooth muscle remains controversial in healthy

subjects its role is well established in asthmatics. Bronchial smooth muscle contraction induces

airway narrowing. The smooth muscle also contributes to bronchial inflammation by secreting a

range of inflammatory mediators, recruiting and activating inflammatory cells, such as mast cells

or T-lymphocytes. In addition, bronchial smooth muscle mass is significantly increased in asthma.

Such an increase has been related to a deposition of extracellular matrix proteins, and an increase

in both cell size and number. However, the mechanisms of this smooth muscle remodelling are

complex and not completely understood. The article will review recent data regarding the

pathophysiology of bronchial smooth muscle remodelling in asthma.

KEYWORDS: Asthma, bronchi, proliferation, remodelling, smooth muscle

A
sthma is a chronic inflammatory disease,
characterised by the association of bron-
chial hyperresponsiveness, inflammation

and remodelling [1–3]. Current medications are
effective in treating acute airway narrowing and
decreasing inflammation but are relatively less
effective in preventing chronic structural changes
[4]. Bronchial remodelling is described as an
increased thickening of the bronchial wall due to
various structural alterations including: abnor-
mal epithelium; sub-epithelial membrane thick-
ening; alteration in extracellular matrix (ECM)
deposition; neoangiogenesis; mucus gland hyper-
trophy; and an increased bronchial smooth
muscle (BSM) mass (fig. 1). The latter appears
to be the most important feature of bronchial
remodelling since increased BSM mass is asso-
ciated with a decrease in lung function in severe
asthma [5, 6]. However, major anti-asthmatic
treatments, such as corticosteroids, remain totally
ineffective in decreasing BSM mass [4]. As a
result, innovative treatments such as bronchial
thermoplasty [7, 8] aim to target BSM.

The physiological role of BSM remains contro-
versial. BSM is known to contribute to the normal
branching of the respiratory tree during lung
embryogenesis [9, 10]. In healthy subjects, BSM
may play a role in co-ordinating the distribution
of ventilation within the airways [11, 12], in
mucus propulsion [13] or in helping exhalation
[14]. However, these potential roles have not
been experimentally validated. MITZNER [15]

suggested that BSM is vestigial and has no
physiological function, stating that BSM is ‘‘the
appendix of the lung’’. Paradoxically, the patho-
physiological role of BSM in asthma is well
established. BSM is the main effector of bronchial
contraction in response to various stimuli,
including inflammatory mediators. Moreover,
BSM has also been considered as an inflamma-
tory cell per se [16]. It can contribute to an auto-
activation loop involving mast cells and implicat-
ing the production of cytokines [17]. Upon
stimulation, BSM cells produce a wide range of
cytokines and chemokines including CXCL10 (IP-
10) and CX3CL1 (Fraktalkine), which participate
in this auto-activation loop [18, 19]. As a result,
mast cells are attracted by BSM and preferentially
infiltrate the BSM layer of both fatal and nonfatal
asthmatics [20, 21]. As part of this auto-activation
loop, mast cells can adhere to BSM cells [2, 22,
23], promoting both survival and proliferation of
mast cells [24]. Mast cell activation and degranu-
lation can be allergen dependent or independent
[25–28], and can be responsible for an important
extracellular deposition of inflammatory pro-
ducts that may facilitate the increase in BSM
mass, as well as bronchial hyperresponsiveness
[16, 29, 30]. T-lymphocytes may also participate
in BSM remodelling. LAZAAR et al. [31] demon-
strated that the adhesion of T-lymphocytes to
BSM cells induced BSM cell DNA synthesis.
More recently, this increased BSM proliferation
was related to a direct contact between activated
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CD4+ T-cells and BSM cells using cells from a rat experimental
model of asthma [32].

Bronchial chronic asthmatic inflammation causes tissue inju-
ries leading to repetitive repair processes. Remodelling was
initially thought to be the consequence of an incomplete repair
process in asthma [33]. However, the early onset of this process
[34, 35] sometimes before eosinophilic inflammation [36]
suggests that bronchial inflammation and remodelling may
occur simultaneously in asthma. BSM remodelling is char-
acterised by an increased deposition of ECM proteins in and
around the BSM bundles, an increased BSM cell size or
hypertrophy, and an increased BSM cell number or hyperpla-
sia (fig. 2). The aim of our article is to review recent data
regarding these specific aspects of the pathophysiology of BSM
remodelling in asthma.

ALTERED ECM WITHIN THE SMOOTH MUSCLE LAYER
There is a growing body of evidence indicating that the BSM
ECM is altered in asthma [29, 37–39]. Indeed, ECM is increased

around each individual BSM cell within the muscle bundles
[37], by large bland amount of protein deposits [29]. Such an
increased ECM contains a higher amount of collagen [38] and
both fibronectin and elastic fibres, although the latter has only
been found within the BSM from fatal asthma [39]. Several of
these characteristics have been described in both large and
small airways [39]. Cultured human nonasthmatic BSM cells
produce a wide range of matrix proteins, including fibronectin,
perlecan, elastin, laminin, thrombospondin, chondroitin sul-
fate, collagen I, III, IV and V, versican and decorin [40].
Interestingly, asthmatic BSM cells produce an altered profile of
ECM proteins in vitro, characterised by more collagen I and
perlecan, but less laminin-a1, collagen IV [41] and hyaluronan
[42]. Such an altered ECM production by BSM cells could
contribute to the altered ECM composition of the whole asthmatic
bronchial wall. Indeed, asthmatic bronchial ECM is characterised
by an increased amount of collagen I, collagen III and fibronectin
[43–45] and a decreased amount of collagen IV [46]. However,
bronchial ECM also presents higher amount of hyaluronan,
versican, and laminin [43, 47], which may be produced by cells
different from BSM, such as epithelial cells and/or an imbalance
between matrix production and degradation.

The increased ECM deposition may also be due to decreased
matrix metalloproteinases (MMP) or increased tissue inhibitors
of matrix metalloproteinases (TIMP). However, in biopsies
from fatal asthmatics, both MMP-9 and MMP-12 were
increased within the BSM, whereas no change was observed
in the expression of MMP-1, MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 [39].
However, these findings seem to be restricted to fatal asthma
cases since no significant difference has been demonstrated in
the BSM from nonfatal asthmatics [39]. MMP-9 degrades
collagen IV, a major component of the airway sub-epithelial
basement membrane [48], and MMP-12 is implicated in elastin,
collagen IV, fibronectin and laminin digestion [49, 50]. In vitro,
BSM cells from nonasthmatics have been shown to express
only a small amount of MMP-9 but also MMP-2, MMP-3,
membrane type-1-MMP [51]. Nevertheless, the overall BSM
MMP activity remains low due to an excess expression of
TIMP-1 and TIMP-2 [51]. Whether MMP-9 production and
activity can be upregulated under inflammatory conditions
remains unknown. In contrast, MMP-12, which is also
expressed by BSM cells, is upregulated by interleukin (IL)-1b
or tumour necrosis factor (TNF)-a [52], although such
upregulation was not observed in a single report on asthmatic
BSM cells in vitro [52]. Nevertheless, an increased expression of
both MMP-9 and MMP-3 has been found in the bronchoalveo-
lar lavage (BAL) fluid from asthmatics [53] and could be
related to other cell types. For example, eosinophils and
neutrophils are also known to be a major source of MMP-9 [48,
54]. In addition, levels of TIMP-1 are higher in untreated
asthmatics than in treated subjects [55] although the role of
BSM cells in down regulating MMPs by upregulation of TIMPs
in asthma remains to be established.

The increased and abnormal asthmatic ECM could interact
with growth factors. In particular, transforming growth factor
(TGF)-b is stored within the ECM as an inactive form
combined with the latency-associated peptide [17]. Amongst
various enzymes capable of activating TGF-b, MMP-9 releases
the active form of TGF-b [56]. TGF-b is increased within
asthmatic airways [57, 58] and more specifically in the BSM

a)

b)

G

SM

E

E

G

SM

FIGURE 1. Representative optic microscopic images from bronchial sections

stained with Haematoxylin, Eosin and safranin stain were obtained from a) a control

subject or b) an asthmatic subject. E: epithelium; G: mucous gland; SM: smooth

muscles. Scale bars550 mm.
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layer [17]. TGF-b induces fibronectin and collagen I deposition
from BSM cells through connective tissue growth factor (CTGF)-
dependent and -independent pathways [59]. Interestingly,
CTEF is increased in asthmatic BSM cells [60]. In addition,
TGF-b, which is secreted by BSM cells after mast cell degranu-
lation, induces mast cell chemotaxis and thus participates in an
auto-activation loop [17].

Finally, ECM proteins may also modulate BSM phenotype, as
well as its functions including contraction, migration and
proliferation [61]. On the one hand, fibronectin reduces both
the contractility and expression of a-actin, calponin and
myosin heavy chain in bovine BSM strips [62]. On the other
hand, laminin increases the contractility of bovine BSM strips
[62], and induces the maturation of human BSM cells into a
contractile phenotype [63]. Conversely, fibronectin enhances
BSM cell proliferation in response to platelet-derived growth
factor (PDGF) or thrombin, whereas laminin decreases BSM
cell proliferation [64]. Thus, asthmatic BSM cells that produce
an altered ECM influence their own environment, and may, as
a consequence, contribute to modulate their own function.

BSM HYPERTROPHY
Whether BSM hypertrophy is present in asthma remains
controversial [29, 65–67]. For some authors, there is evidence
that BSM hypertrophy contributes to airway remodelling in
asthma. EBINA et al. [67] have examined the airways of fatal
asthma, and described two asthmatic subtypes. In particular, the
second subtype includes an increased BSM cell size throughout

the bronchial tree. More recently, BENAYOUN et al. [65] studied
bronchial biopsies and found that patients with asthma had
larger BSM cell diameter compared to control subjects.
Furthermore, severe asthmatics presented the highest BSM cell
size [65]. Interestingly, it has also been shown that asthmatic
BSM hypertrophy was associated with an increased expression
of myosin light chain kinase (MLCK), whereas that of both a-
smooth muscle actin (SMA) and myosin was unchanged [65]. In
addition, using an ultrastructural approach, BEGUERET et al. [29]
also showed an increased BSM cell size in atopic asthmatics.
Conversely, using a three-dimensional approach WOODRUFF et al.
[66] did not find any evidence of an increase in the BSM cell size
in patients with mild-to-moderate asthma. Thus, BSM cell
hypertrophy may be related to asthma severity.

The cellular mechanisms of such BSM cell hypertrophy have
been addressed using nonasthmatic BSM cells only. In vitro,
primary cultured BSM cells obtained from nonasthmatic
donors and even from animals or immortalised human BSM
cell lines have been examined [68–70]. On the one hand, BSM
cell hypertrophy has been reproduced in vitro using serum
deprivation [69] or cell stimulation with TGF-b, endothelin or
cardiotrophin-1 [70–72]. On the other hand, a BSM cell line has
been obtained using a temperature-sensitive simian virus-40
large T-antigen, which binds to and inactivates p53 [68]. In
such a cell line there is an increase in both cell size and amount
of a-SMA and MLCK in a post-transcriptional manner [68].
BSM hypertrophy involved complex transduction pathways
(fig. 3), recently reviewed by BENTLEY and HERSHENSON [73]. As
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FIGURE 2. Mechanisms of asthmatic bronchial smooth muscle (BSM) remodelling. The three main characteristics of BSM remodelling in asthma are presented. BSM

cell hyperplasia can be related to an increased cell proliferation, a decreased cell apoptosis or the recruitment of mesenchymal cells. EMT: epithelial mesenchymal transition;

ECM: extracelluar matrix.
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a summary, two distinct pathways could activate BSM cell
hypertrophy. The first pathway involves the mammalian target
of rapamycin (i.e. mTOR). mTOR induces the phosphorylation
of 4E-binding protein (4E-BP), which releases the transcription
factor eIF4E leading to BSM cell hypertrophy [74]. In addition,
mTOR also phosphorylates p70S6-kinase, which activates S6
kinase [75]. Such a pathway is necessary and sufficient for BSM
cell hypertrophy. In addition, when TGF-b is used to induce
BSM cell hypertrophy in vitro the phosphorylation of 4E-BP
appears to be more phosphatidylinositol 3-kinase (PI3)-kinase-
dependent than mTOR-dependent, whereas that of p70S6-
kinase only requires mTOR activation [70]. The possible
upstream inhibition of mTOR by tuberous sclerosis complex-2
has not been demonstrated in BSM cells but has been
confirmed in other cell types, including HEK293 [76]. The
second pathway involves the inhibition of glycogen synthase
kinase (GSK)-3b, for instance by Akt. GSK-3b usually inhibits
the translation initiation by eIF2B in many cell types [77, 78].
Inhibition of GSK3-b induces BSM cell hypertrophy through an
eIF2B-dependent manner [79]. Furthermore, in a recent in vivo
study using ovalbumin-sensitised mice, BENTLEY et al. [80] have
demonstrated that GSK3-b is phosphorylated and thus
inactivated within the hypertrophic BSM cells. Whether these
transduction pathways are actually implicated in human
asthmatic BSM cell hypertrophy remains to be established
and further studies are needed to explore the involvement of
such pathways in asthmatic BSM cells.

BSM HYPERPLASIA
In contrast to hypertrophy, hyperplasia, i.e. an increased
number of BSM cells within the asthmatic airways, is now

well established [66, 67, 81, 82]. Thus, BSM hyperplasia is an
important feature leading to the increased BSM mass.
Nevertheless, the mechanism responsible for this increased
BSM cell number is still under debate. An increased prolifera-
tion and/or a decreased apoptosis of BSM cells have been
initially suggested. More recently, migration of mesenchymal
cells to the BSM bundles followed by differentiation toward
BSM cells has also been suggested (fig. 2).

BSM cell proliferation
BSM cell hyperplasia has been associated with an increased
proliferation rate in vitro [83]. Indeed, a wide range of mitogens
increases the proliferation of nonasthmatic BSM cells (table 1).
These factors can be separated into several categories including
growth factors/cytokines activating receptor tyrosine kinase
(RTK), inflammatory mediators activating G protein coupled
receptors (GPCR) and enzymes. In addition, reactive oxygen
species (ROS) [98] and mechanical stress [99] have also been
implicated (table 1). The main intracellular pathways of BSM
cell proliferation have been summarised in the recent review of
TLIBA et al. [100]. Briefly, the majority of in vitro studies support
an important role of both PI3K and extracellular signal-
regulated kinase (ERK) activation for both RTK and GPCR.
Indeed, activation of RTK or GPCR induces p21ras activation,
which subsequently activates PI3K and/or ERK. On the one
hand, PI3K activates both PDK-1/p70S6K and Rac1/reduced
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
which increase the expression of cyclin D1 [100, 101]. It should
be noticed that the GTPase protein Rac1 constitutes part of the
NADPH oxidase complex that generates superoxide ion and
hydrogen peroxide [102]. In this connection, serum treatment
of human BSM cells increases intracellular endogenous ROS
[103]. On the other hand, ERK phosphorylates and directly
increases the expression of cyclin D1 [104] in the absence of
endogenous ROS implication [105]. Regarding transduction
pathways involved by exogenous ROS, ERK is activated upon
PKC and Raf1 stimulation [106, 107]. Furthermore, KRYMSKAYA

et al. [108] have demonstrated that GPCR activation by
inflammatory or contractile agonists along with RTK activation
enhances human BSM growth. WALKER et al. [109] have shown
that even if the PI3K pathway is sufficient to stimulate
proliferation, ERK parallel signalling is required to induce a
full mitogenic response. Among the various enzymes able to
induce BSM cell proliferation (table 1) great attention has been
paid to tryptase. Indeed, upon degranulation, mast cell-
released tryptase stimulates BSM cell proliferation and DNA
synthesis [95, 110]. However, the mechanisms of such an effect
remain controversial. BROWN et al. [110] did not find any effect
of tryptase inactivation, suggesting a nonenzymatic effect,
whereas heat inactivation or the enzyme inhibitor leupeptin
abolished tryptase-induced BSM cell proliferation [95]. Thus,
our data suggest an enzymatic effect of tryptase, but the
involvement of protease-activated receptor (PAR)-2, a potential
target of tryptase, has only been demonstrated in tryptase-
induced calcium increase [111, 112]. Therefore, the role of
PAR-2 in tryptase-induced BSM cell proliferation requires
further investigation. Regarding the effect of mechanical stress,
cyclic stretch alters BSM cell proliferation [99]. Indeed, in
canine BSM cells subjected to a stretch–relaxation regimen,
[3H]-thymidine incorporation is increased [99]. More recently,
mechanical strain has been shown to induce human BSM cell
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FIGURE 3. Mechanisms of bronchial smooth muscle (BSM) cell hypertrophy.

Signal transduction mechanisms of BSM cell hypertrophy involve both mammalian

target of rapamycin (mTOR) and glycogen synthase kinase (GSK)-3b. Upstream

and down-stream transduction cascades are presented. R: activation;

–––|: inhibition; ??????: indicates that the transduction pathway has not yet been

demonstrated in BSM cells.
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proliferation in a MMP-dependent manner [113]. Mechanical
stress was accompanied by an increased expression and
activation of several MMPs including MMP-1, MMP-2,
MMP-3 and MT1-MMP, suggesting that such a proliferation
of human BSM cells requires the release and activation of
MMPs [113]. Indeed, mechanical stress is influenced by the
abundance of ECM. HIRST et al. [64] have shown that
fibronectin and collagen I enhance BSM cell proliferation in
response to PDGF or thrombin, whereas laminin causes a
reduction in BSM cell proliferation. All these promoting factors
are increased within the asthmatic airways and can target BSM
cells. Indeed, BAL fluid obtained from asthmatic subjects
induces the proliferation of human BSM cells [114].

In addition to this excess in mitogenic mediators, there is a
growing body of evidence to show that asthmatic BSM cells
have intrinsic properties leading to excessive proliferation.
JOHNSON et al. [115] firstly reported an increased proliferation
rate of cultured asthmatic BSM cells compared to that of
nonasthmatics. Such findings have been confirmed in various
cohorts of patients [4, 116–118] including in severe asthmatics
[81]. Whereas, the proliferation of nonasthmatic BSM cells is
decreased by steroids [119], that of asthmatic BSM cells is
insensitive to steroids [4]. Indeed, glucocorticoids down-
regulate the proliferation of nonasthmatic BSM cells by
decreasing the expression of cyclin D1 and the phosphoryla-
tion of retinoblastoma protein, but have no effect on ERK
signalling [120]. No significant difference in glucocorticoid
receptor expression was found in BSM between mild asthmatic
and nonasthmatic patients [121]. Several studies have pointed
out the role of the transcription factor CCAAT-enhancer
binding proteins (c/EBP). The c/EBPs form a family of
transcription factors involved in the regulation of cellular

differentiation, cell-cycle regulation and cytokine gene expres-
sion [122]. Lack of c/EBPa has been specifically demonstrated
within the asthmatic BSM cells and may explain the absence of
an anti-proliferative action of glucocorticoids [4]. Indeed, the
glucocorticoid receptor usually forms a complex with c/EBPa
in nonasthmatic BSM cells, which then binds to the CCAAT
DNA consensus sequence in the p21 promoter [123]. This
complex is absent in asthmatic BSM cells after glucocorticoid
treatment [4]. In addition, this transcription factor may be
important in other processes, including contractility of BSM
cells, since c/EBPa is a possible negative regulator of MLCK
expression [124].

Although the existence of dual signalling pathways regulating
proliferation of nonasthmatic BSM cells is well established, a
recent study has demonstrated that PI3K is the predominant
pathway leading to proliferation of BSM cells from asthmatic
patients [116]. Furthermore, we have demonstrated that the
mechanism leading to the increased proliferation rate observed
in asthmatic BSM cells was mitochondrial dependent, since
mitochondria-deficient BSM cells from severe asthmatics are
unable to proliferate [81]. Indeed, asthmatic BSM express a
higher number of active mitochondria and a clear aspect of
intense mitochondrial biogenesis, both in vivo and in vitro. This
enhanced mitochondrial biogenesis is induced by the upregula-
tion of peroxisome proliferator-activated receptor-c co-activator
(PGC)-1a, nuclear respiratory factor-1 and mitochondrial
transcription factor A [81]. This feature appears to be respon-
sible for asthmatic BSM cell proliferation, since depleting
mitochondria from BSM cells abolishes the proliferation.
Interestingly, the upstream mechanism is related to altered
calcium homeostasis in severe asthmatic BSM cells leading to
increased phosphorylation of CaMK-IV, which induces the

TABLE 1 Mitogenic factors of human BSM cells

Factors Cellular sources [Ref.]

Growth factors/cytokines

PDGF Platelets, monocyte-macrophage, BSMC, epithelium [84]

FGF Extracellular matrix, monocyte-macrophage, BSMC [85]

EGF Epithelium, platelets [86]

TNF-a BSMC, epithelium, T-lymphocytes, monocyte-macrophage [87]

TGF-b (controversial) BSMC, T-lymphocytes, epithelium [88, 89]

Inflammatory mediators

Histamine Mast cells, basophils [90]

Endothelin-1 Epithelium, monocyte-macrophage [91]

Thromboxane A2 Mast cells, monocyte-macrophage [92]

Cysteinyl leukotriene Monocyte-macrophage, eosinophils, mast cells, fibrocytes [93]

Sphingosine 1-phosphate Plasma, platelets [94]

Enzymes

Tryptase Mast cells [95]

Thrombin Plasma [96]

Elastase Neutrophils [97]

Reactive oxygen species Monocyte-macrophage, neutrophil, eosinophils, mast cells [98]

Mechanical stress [99]

PDGF: platelet-derived growth factor; FGF: fibroblast growth factor; EGF: epidermal growth factor; TNF: tumour necrosis factor; TGF: transforming growth factor; BSMC:

bronchial smooth muscle cells.
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transcription of PGC-1a [81]. Such an altered calcium home-
ostasis has also been observed very recently in nonsevere
asthmatics [118], although the mechanism appeared to be
different according to asthma severity. In severe asthmatic
BSM cells, the proliferation has been related to an abnormal
calcium influx [81], whereas in nonsevere asthmatic BSM cells, a
diminished expression of SERCA2 has been demonstrated [118].
In addition, knocking down SERCA2 in healthy BSM cells
reproduced this enhanced proliferation rate [118]. Thus,
transduction pathways leading to the proliferation of asthmatic
BSM cells seems to depend on the severity of the disease.
However, further studies need to address whether or not the
increased mitochondrial biogenesis and altered Ca2+ home-
ostasis can be related to exogenous factors such as those secreted
by inflammatory cells.

Finally, to date no feature of BSM cell mitoses has been observed
in human asthmatic tissues, using either Ki67 or proliferating
cell nuclear antigen (PCNA), two markers of nuclear antigen
expressed by proliferating cells [29, 65]. Nevertheless, the lack of
Ki67 or PCNA staining within the asthmatic BSM does not
formally exclude the absence of cell proliferation. Indeed,
increased proliferation may have occurred before biopsy, as
already suggested [125]. In addition, these markers may be
poorly sensitive for BSM cell proliferation. In contrast, BSM
hyperplasia may be related to a decreased apoptosis or the
migration of BSM cells and/or mesenchymal cells.

BSM cell apoptosis
To date, little is known about the cellular mechanisms of
apoptosis in asthmatic BSM cells. Besides, most of the current
knowledge has only been established using nonasthmatic BSM
cells. As for hypertrophy, either primary cultured BSM cells
obtained from patients undergoing lung resection surgery [71,
126–128] or BSM cell line have been investigated [72]. In these
healthy BSM cells, Fas receptor is expressed both in vivo and in
vitro and its cross linking induces cell apoptosis [126],
suggesting that it may participate in normal BSM cell turn
over. Moreover, neutrophil elastase [127] and the ECM protein
decorin [128] also induce BSM cell apoptosis in vitro.
Interestingly, a decreased expression of decorin was demon-
strated within the bronchial wall of fatal asthmatics [129].
Additionally, both cardiothrophin-1 [72] and endothelin-1 [71]
inhibit BSM cell apoptosis. However, the role of these
mediators in asthmatic BSM cell apoptosis requires further
investigations.

Few studies have evaluated the susceptibility of BSM cells to
apoptosis in asthma and their findings remain controversial.
RAMOS-BARBON et al. [32] have demonstrated decreased BSM cell
apoptosis in vivo in a rat model of experimental asthma.
Conversely, spontaneous apoptosis was unchanged within
asthmatic BSM cells in vitro [81, 130]. In addition, the in vivo
expression of the TRAIL receptor, a member of the TNF-a
receptor family was increased following allergen challenge in
asthmatic BSM, suggesting that apoptosis may occur in asthmatic
BSM [131]. Therefore, further studies are required to establish
whether or not BSM cell apoptosis is actually altered in asthma.

Migration of BSM cells
Migration of BSM cells is a fundamental process in the
development of the airways [132]. Thus, it has been suggested

that such a migration may participate in BSM remodelling in
asthma [133]. Cellular migration is characterised by cytoske-
letal reorganisation starting by actin polymerisation, as was
recently reviewed by GERTHOFFER [132]. Briefly, actin filaments
push the cell’s leading front using focal contacts, enhancing
attachment of the cell membrane to the ECM. These focal
contacts include integrins, adaptor proteins such as vinculin,
regulatory proteins such as Src and proteins controlling
myosin activation such as MLCK. Indeed, myosin motors
attached to actin filaments generate the force for advancing
cells [132].

A wide range of mediators induce BSM cell migration in vitro
[134, 135]. These mediators include growth factors such as
PDGF, fibroblast growth factor, TGF-b, plasma-derived med-
iators such as plasminogen activators, urokinase, cytokines
such as IL1-b [134, 135] and components from ECM including
collagen and fibronectin [136]. In addition, chemokines also
induce BSM cell migration. For example, CCR3 ligands such as
eotaxin (i.e. CCL11) [137], CXCR1 and CXCR2 ligands such as
IL-8 (i.e. CXCL8) [138] and CCR7 ligands such as macrophage
inflammatory protein-3b (i.e. CCL19) [139] all induce the
migration of nonasthmatic BSM cells in vitro. The epithelium
is a significant source of these pro-inflammatory molecules and
it has been very recently shown that epithelium-derived
chemokines (IL-8 and RANTES) induce human BSM cell
migration [140]. In addition, BSM cell production of MMP
and its modulation by pro-fibrotic growth factors PDGF and
TGF-b may contribute to the migratory function of BSM cells
[141]. Several studies have shown that the signalling pathways
involved in BSM migration include p38, MAPK, Rho-kinase
and PI3K [132, 134]. However, whether or not asthmatic BSM
cells migrate more or less than nonasthmatic BSM cells remains
unknown.

Migration of myofibroblasts
A feature of asthmatic bronchial remodelling is the appearance
of myofibroblasts within the lamina reticularis, in particular
after allergen challenge [142]. Myofibroblasts have been
detected between BSM bundles from asthmatics, close to mast
cells [29]. Myofibroblasts are thought to originate from resident
fibroblasts [143], circulating fibrocytes [144] or from epithelial
cells that have undergone transition into mesenchymal cells
[145]. Another possibility is that myofibroblasts derive from
migrated BSM cells, as previously demonstrated in vascular
smooth muscle [146]. Moreover, TGF-b-stimulated myofibro-
blasts from asthmatic subjects produce many smooth muscle-
related transcripts, suggesting that myofibroblasts may also
differentiate into BSM cells [147]. Myofibroblasts could, there-
fore, be viewed as precursors of BSM cells or the result of a
dedifferentiation process of the BSM cells. Furthermore, it may
be suggested that BSM cells degrade surrounding ECM and
migrate from their original bundles towards the epithelium to
eventually form new bundles [113].

In this field of BSM hyperplasia, the role of circulating
fibrocytes has recently been examined [148]. These cells derive
from the bone marrow and can be quantified in the blood
using flow cytometry [144, 149]. Indeed, fibrocytes co-express
CD34, vimentin, CD45 and collagen Ia [149]. More recently,
WANG et al. [150] demonstrated an increase in blood non-
adherent-fibrocytes from asthmatic patients with chronic
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airway obstruction compared to those with normal lung
function. This increase was significantly correlated with an
annual decline in forced expiratory volume in 1 s, suggesting
an important role of fibrocytes in bronchial remodelling.
Attraction of fibrocytes to the lung seems to implicate the
coupled chemokine/receptors such as CXCL12/CXCR4,
CCL19/CCR7 and CCL21/CCR7. To a lesser extent, fibrocyte
migration could also involve CCL-5, CCL-7, CCL-8, CCL-11,
CCL-13, CCL-15/CCR3, CCL-3, CCL-4, CCL-5/CCR5 and
CCL12/CCR2, although the latter has only been implicated
in mice [151]. Furthermore, fibrocytes can differentiate into
myofibroblasts, as indicated by the expression of a-SMA [144,
150]. This phenomenon could be induced by TGF-b and is
more marked in asthmatics with airway obstruction [150]. As a
result, the presence of fibrocytes has been confirmed within the
asthmatic airways [144] and more precisely within the BSM
bundles [148] or close to the basement membrane [152]. In
addition, allergen exposure induces accumulation of fibrocyte-
like cells within the bronchial mucosa of allergic asthmatic
patients [144]. Moreover, NIHLBERG et al. [152] showed that
fibroblasts cultured from BAL fluid in patients with mild
asthma express fibrocyte proteins, suggesting that fibroblasts
derive from circulating fibrocytes. The co-expression of a-SMA
in fibrocyte-derived cells suggests that circulating progenitor
cells differentiate into myofibroblats and then into BSM cells
[148]. Finally, BSM cells themselves may promote fibrocytes
migration, which is, in part, mediated by the production of
PDGF [148].

Another recent concept suggests that myofibroblasts derive
from epithelial cell transition to a mesenchymal phenotype
[153, 154]. However, this epithelial mesenchymal transition
(EMT) remains hypothetical in the genesis of BSM cells and has
been mainly studied as a mechanism of fibroblast or
myofibroblast generation [153, 154]. For instance, TGF-b
induces EMT in a smad3-dependent manner using human
bronchial epithelial cells [155]. EMT is characterised by an
increased expression of mesenchymal markers such as
vimentin, collagen 1 and a-SMA, with a concomitant loss of
epithelial markers such as E-cadherin [155]. Furthermore,
TGF-b-induced EMT is enhanced by IL-1b in human bronchial
epithelial cells [156]. Interestingly, airway epithelial cells from
asthmatic donors present a similar response to TGF-b stimula-
tion, whereas no marker of EMT is spontaneously observed in
asthmatic bronchial epithelium [155]. In addition, corticoster-
oids do not prevent TGF-b-induced EMT but decrease it [156].
Furthermore, bronchial epithelium modulates BSM cell pro-
liferation through an IL-6 and MMP-9-dependent mechanism
[157]. Silencing of MMP-9 abrogates the epithelium-dependent
increase in BSM cell proliferation. Finally, epithelial injury
increases the release of MMP-9 and the expression of Ki67
levels in human BSM cells [157], suggesting that epithelium
and BSM strongly interact in asthma.

BSM-EPITHELIUM INTERACTIONS
Finally, BSM remodelling must be replaced in the context of
other features of asthmatic bronchial remodelling. In particu-
lar, bronchial epithelial abnormalities have been extensively
studied in asthma [158]. Theses abnormalities include the loss
of the most superficial layer of the epithelium and the
destruction of ciliated cells. As a result, the physical and

functional barrier of the bronchial epithelium is defective in
asthma. This may explain the susceptibility of asthmatic
airways to respiratory viruses or the impact of environmental
factors on asthma exacerbations [159]. For instance, within
rhinovirus infections, epithelial cells induce the desensitisation
of the b2-adrenergic BSM cell receptor [160]. BSM epithelial cell
co-culture models have also been developed to evaluate BSM-
epithelium interactions in vitro [140, 157]. Bronchial epithelium
in injury modulates BSM cell proliferation through an MMP-9
dependent pathway [157]. However, other epithelium-derived
growth factors can also increase BSM cell proliferation
(table 1). In addition, upon stimulation with TNF-a, bronchial
epithelial cells produce higher amount of chemokines, such as
IL-8 or RANTES, which subsequently induce BSM migration
[140]. However, comprehensive relationships between bron-
chial epithelium and BSM remain to be investigated, particu-
larly in asthma.

CONCLUSION
In conclusion, a better understanding of the pathophysiology
of asthmatic BSM remodelling is critical to identify new
therapeutic targets for BSM remodelling. For example, since
mitochondrial biogenesis is implicated in BSM remodelling we
have proposed a strategy directed against mitochondria to
block BSM cell proliferation [81]. Along the same lines, since
endothelin and TGF-b have been evoked in the mechanism of
BSM cell hypertrophy, it may be interesting to investigate the
effect of endothelin- or TGF-b-receptor antagonists in asthma
as already assessed in pulmonary vascular diseases in human
[161] or murine models of asthma [162]. More recently,
simvastatin has been demonstrated to induce BSM cell
apoptosis in vitro [163] but, results from clinical trials remain
controversial in asthmatics [164]. Another strategy could focus
on the migration of fibrocytes by means of chemokine receptor
blockage. Finally, reducing BSM mass may also be achieved by
targeting epithelial cells. These targets should now be
evaluated by means of clinical trials that may take advantage
of newly developed noninvasive tools to quantify BSM
remodelling [165–167].
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Au total, nous avons décrit le rôle central de la CML dans les trois caractéristiques 

physiopathologiques de l’asthme : l’hyperréactivité bronchique, l’inflammation et le 

remodelage des voies aériennes. Cependant, d’autres cellules de structure participent aussi à 

la physiopathologie de l’asthme. Une littérature abondante a évalué le rôle primordial de la 

cellule épithéliale bronchique dans l’asthme (98). Parmi les médiateurs épithéliaux 

susceptibles d’être impliqués dans le remodelage bronchique de l’asthme, le rôle d’YKL-40, 

une glycoprotéine appartenant à la famille des « chitinases », a récemment été démontré 

(210). 
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3. Les chitinases 

3.1) Généralités  

Les chitinases (E.C.3.2.1.1.4) sont une famille d'enzymes conservées au cours de 

l'évolution et caractérisées par leur capacité à catalyser l'hydrolyse de la chitine. Avec au 

moins 10 giga tonnes synthétisées et dégradées chaque année dans la biosphère (211), la 

chitine est le second polysaccharide le plus abondant dans la nature après la cellulose. Elle fut 

isolée et décrite pour la première fois en 1823 par M. Odier à partir de cuticules d'insectes. 

Absente du règne végétal, elle constitue une structure de soutien chez les champignons et les 

animaux. La chitine est un polysaccharide composé d'unités N-acetyl-glucosamine, liées entre 

elles par des liaisons glycosidiques (1 4) (Figure 13). Le groupe hydroxyle de chaque D-

glucose est remplacé par un groupe acetylamine pour former le N-acetyl-D-glucosamine. 

Cette substitution confère à la chitine des propriétés de résistance et de flexibilité (212,213), 

qui justifient ses diverses applications dans plusieurs domaines notamment en médecine ou en 

cosmétologie. Alors que la cellulose confère un support structural à la paroi des cellules 

végétales, la chitine est le principal composant de la paroi des champignons et de 

l'exosquelette des insectes et des crustacés. 
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ChitineChitine
 

Figure 13 : Structure de la chitine. 

 

Bien que les mammifères ne produisent pas de chitine, des études ont montré la 

présence de chitinases chez l'homme. Les chitinases sont des glycoprotéines qui assurent la 

dégradation des liaisons β(1 4) glycosidiques de la chitine. Ces enzymes se trouvent 

également dans de nombreux organismes comprenant les bactéries, les champignons, les 

crustacés, les insectes, les plantes et les vertébrés (214-217). Les chitinases ont été regroupées 

en cinq classes qui constituent deux familles distinctes, en fonction de leur localisation ou de 

leurs propriétés biochimiques. Les chitinases appartenant à la famille 18 des glycosides 

hydrolases (GH18), et qui nous intéressent dans cette partie, rassemblent plus de 180 enzymes 

présentes chez les mammifères. La famille 19 regroupe plus de 130 enzymes essentiellement 

d'origine végétale. Le rôle biologique de la chitinase peut être représenté en plusieurs 

scénarios. Par exemple, les bactéries produisent la chitinase pour décomposer la chitine afin 

de l'utiliser comme source d'énergie. La production de chitinase par les plantes est considérée 

comme un moyen de défense contre les organismes pathogènes contenant de la chitine 

comme composant structural. Les chitinases peuvent également participer au processus de 

croissance et de développement. Chez les mammifères, les chitinases sont impliquées dans 

des processus digestifs, où elles dégradent la cuticule des proies ingérées (218). 
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Ainsi, les chitinases animales appartenant à la famille GH18 peuvent être divisées en 

chitinases enzymatiquement actives : les "vraies chitinases" et "les chitinases like protein" qui 

n'ont pas d'activité enzymatique mais conservent leur capacité à se lier à la chitine (219,220). 

Comme représenté ci-dessous, le domaine N-catalytique des chitinases de la famille GH18 

adopte une structure en tonneau triose phosphate isomérase (TIM) caractérisée par la présence 

de 8 feuillets β et 8 hélices α parallèles (Figure 14). Dans ce tonneau, le feuillet β4 contient un 

motif conservé (DXXDXDXE), où D correspond à l'asparagine, E à l'acide glutamique et X à 

n'importe quel autre acide aminé. Ce motif forme le site actif de l'enzyme (221). En effet, 

l'acide glutamique constitue le résidu clé qui donne un proton nécessaire à l'hydrolyse de la 

liaison glycosidique β(1 4) de la chitine (222). Dans les chitinases like protein, la 

substitution de cet acide aminé essentiel en leucine, isoleucine ou glutamine, est responsable 

de la perte de l'activité catalytique. Néanmoins, ces dernières restent capables de se lier à la 

chitine avec une forte affinité. En effet, les résidus aromatiques contenus dans le tonneau TIM 

ne sont pas affectés (223,224).  

Chez l'homme et la souris, deux chitinases enzymatiquement actives ont été identifiées : 

la chitotriosidase, première chitinase identifiée chez les mammifères, surexprimée dans le 

sérum de patients atteints de la maladie de Gaucher (225-227), et l' "Acidic mammalian 

chitinase" (AMCase) très exprimée dans le tractus gastro-intestinal et à moindre ampleur dans 

le poumon et les macrophages alvéolaires humains et murins (228,229). 
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Feuillet β4

Motif conservé
= Site actif 

Feuillet β4

Motif conservé
= Site actif 

 

Figure 14 : Structure tridimensionnelle de la chitotriosidase mettant en évidence 

l'activité catalytique.  

La séquence conservée du site actif présente dans le feuillet β4, contient l'acide 
glutamique, résidu clé de l'activité catalytique de la chitinase. TIM : Triose 
phosphate isomerase, D : Asparagine, G : Glycine, L : Leucine, W : Tryptophane. 
(D'après Shuhui et al., 2009 (230)). 

On retrouve chez l'homme 3 chitinase like proteins (YKL-40, l'oviductine et YKL-39) 

contre 7 chez la souris, comme illustré dans le tableau 6 (219,220). Les deux chitinases qui 

ont été les plus étudiées sont l'AMCase et BRP-39 (breast regression protein) chez la souris 

(231). L'AMCase, qui a une vraie activité chitinolytique, peut également avoir des effets 

biologiques non reliés à la chitine. En effet, son rôle dans l'inflammation TH2 a été démontré 

(232). La BRP-39 a été découverte dans le cancer du sein chez la souris et plusieurs 

homologues ont été décrits dans différentes espèces, comme YKL-40 chez l'homme. 
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Tableau 6 : Les chitinases de la famille GH18, chez l'homme et la souris.  

L'activité chitinolytique des membres de la famille GH18 est déterminée par le motif 
conservé du site actif. Les acides aminés clés sont représentés. E : Acide glutamique, 
L : Leucine, I : Isoleucine, Q : Glutamine. (D'après Shuhui et al., 2009 (230)). 

Les chitinases de la famille GH18 sont localisées sur le chromosome 1, à proximité des 

gènes du complexe majeur d'histocompatibilité évoquant leur rôle dans l'immunité et les 

réponses inflammatoires. D'une part, l'importance des chitinases dans la défense immunitaire 

a été démontrée. Par exemple, une déficience en chitotriosidase chez l'homme favorise les 

infections parasitaires (233), d'où l'importance de l'activité enzymatique dans la dégradation 

de la chitine, composant majeur des pathogènes. Toutefois, les chitinases non 

enzymatiquement actives ont également un rôle important dans la défense de l'hôte du fait de 

leur capacité à se lier à la chitine, ce qui implique leur rôle dans la fonction de reconnaissance 

du pathogène et du signal d'alarme transmis à la cellule hôte (234). D'autre part, des 

associations entre les niveaux de chitinase dans le sérum et l'inflammation ont été largement 

établies dans plusieurs pathologies inflammatoires comme par exemple l'ostétoarthrite ou la 

polyarthrite rhumatoïde (235-237). 
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3.1.a) YKL-40 

YKL-40 est la chitinase like protein humaine la plus étudiée dans de nombreuses 

pathologies. Son nom correspond aux trois premiers acides aminés de sa séquence protéique 

Tyr (Y), Lys (K) et Leu (L), suivis de son poids moléculaire approximatif. Elle a été identifiée 

en 1991 dans une lignée humaine d'ostéosarcomes (238), puis dans les chondrocytes 

articulaires humains en 1993 lui conférant son autre nom : HC gp-39 (239). Le gène d'YKL-

40, CHI3L1 est situé sur le chromosome 1 (q32-q31) et consiste en 10 exons. La structure 

cristallographique de cette chitinase like protein a été identifiée et explique l'absence de son 

activité enzymatique par la substitution d'un acide aminé comme détaillé dans le chapitre I.3.1 

(223,240) (Figure 15 ). 

YKL-40YKL-40

 

Figure 15 : Structure cristallographique d'YKL-40. 

(D'après : http://www.rcsb.org/pdb/explore/images.do?structureId=1NWR). 

YKL-40 est également produite par les cellules synoviales, les ostéoblastes, les 

macrophages (240), les neutrophiles dans des conditions inflammatoires (241) ainsi que les 
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hépatocytes, les CML vasculaires et les cellules épithéliales bronchiques (210). Plusieurs 

hormones et cytokines régulent sa production. Par exemple, grâce au développement de souris 

KO, il a été montré que l'expression d'YKL-40 dépendait de l'IL-6 (242). Dans une autre 

étude, l'expression de l'ARNm d'YKL-40 dans les monocytes humains était fortement 

stimulée par l'IFNγ ou encore inhibée par l'IL-4 et la dexaméthasone (243).  

La concentration d’YKL-40 circulante peut être détectée par des techniques radio- ou 

enzymo-immunologiques (244,245). Plusieurs études ont montré une augmentation d'YKL-40 

circulante lors de différentes maladies inflammatoires caractérisées par un remodelage 

tissulaire. Ces maladies incluent l'athérosclérose, la polyarthrite rhumatoïde, la maladie de 

Crohn, la fibrose hépatique et certains cancers solides dont le cancer du sein, du côlon, de 

l'ovaire et les cancers pulmonaires à petites cellules (242,246-254). De plus, son taux élevé 

dans le sérum est un marqueur pronostic de plusieurs types de cancers solides.  

YKL-40 exerce son activité biologique via la régulation de l'activation, de l'adhésion, de 

la prolifération et de la migration des cellules. Dans ce contexte, il a été montré que cette 

chitinase pouvait agir comme un facteur de croissance des chondrocytes, des cellules 

synoviales ou des fibroblastes via une voie dépendante des MAP kinases et AKT (255,256). 

D'une part, il a été montré qu'YKL-40 activait la migration des cellules endothéliales 

vasculaires via un pouvoir chimiotactique (257). D'autre part, son rôle dans la migration et 

l'adhésion des CML vasculaires (258) a été montré, suggérant l'implication d'YKL-40 dans les 

processus de remodelage vasculaire. Cependant, le récepteur induisant ces effets, est inconnu 

à ce jour. 
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3.2) Les chitinases dans l'asthme 

Plusieurs études ont montré l'implication des chitinases dans l'asthme (230). En 2001, 

une surexpression de la chitinase like protein Ym2 dans les lymphocytes TH2 murins, en 

réponse à l'IL-4 et l'IL-13 a été démontrée (224). En outre, la stimulation intra-trachéale à 

l'IL-13 augmente l'expression d'Ym1 et Ym2 dans le LBA dans un modèle murin d'asthme 

allergique. Les premières implications cliniques des chitinases dans l'asthme ont été 

rapportées en 2004 par Zhu et ses collègues, qui ont identifié des quantités importantes 

d'AMCase dans les cellules épithéliales et les macrophages de biopsies provenant de patients 

asthmatiques (232). Parallèlement, le niveau d'AMCase est élevé dans les poumons d’un 

modèle de souris asthmatiques et l'inhibition de cette chitinase par l'allosamidin diminue 

significativement le nombre de cellules inflammatoires dans le LBA. Cette augmentation de 

l'AMCase est une conséquence de l'augmentation d'IL-13 dans les conditions inflammatoires 

(Figure 16).  

De plus, cette étude suggère que les effets bénéfiques des stéroïdes dans l'asthme 

peuvent être en partie reliés à leur capacité à augmenter le pH des voies aériennes et donc à 

diminuer les effets de l'AMCase dont l'activité optimale est à pH 2,3 (232,259). Enfin, un 

polymorphisme dans le gène de l'AMCase est associé à une diminution de l'HRB, ce qui 

supporte le rôle de cette chitinase dans l'asthme (231). Des études plus récentes ont révélé les 

effets des corticostéroïdes et des anti-leucotriènes dans la diminution de l'expression de 

l'AMCase, Ym1 et Ym2 de manière concomittante avec la diminution de l'inflammation dans 

un modèle de souris asthmatique (260,261).  
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Figure 16 : L'AMCase et l'inflammation dans l'asthme.  

Les cellules Th2 produisent l'IL-13 qui augmente l'expression de l'AMCase dans les 
macrophages et les cellules épithéliales. (D'après Donelly et Barnes, 2004 (259)). 

3.2.a) YKL-40 

La concentration d'YKL-40 a été retrouvée augmentée dans le sérum de patients 

asthmatiques par rapport aux sujets témoins (210). De plus, la concentration d'YKL-40 

circulante est positivement corrélée avec la sévérité de la maladie, l'épaississement de la 

membrane basale et la détérioration de la fonction pulmonaire (210). Il a ainsi été proposé 

qu’YKL-40 puisse être un bio marqueur sérique de l’asthme et de la présence d’un 

remodelage. Par ailleurs, la concentration d'YKL-40 circulante est d’autant plus élevée que les 

patients asthmatiques présentent des exacerbations (262). De plus, Kuepper et collaborateurs 

ont également démontré que les stimulations allergéniques de patients asthmatiques 

sensibilisés augmentaient la concentration d'YKL-40 dans le sérum et le LBA (263). Toutes 
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ces études confirment qu’YKL-40 est un bio marqueur de l’asthme comme initialement 

suggéré par Chupp et collaborateurs (210). 

Le rôle causal d’YKL-40 a été de plus suggéré par l’étude de polymorphisme dans la 

région promotrice du gène CHI3L1, le gène codant pour YKL-40. En effet, l’allèle C du SNP 

(-131C G), était fortement associé à une concentration élevée d’YKL-40 d’une part, et à la 

présence d’une hyperréactivité bronchique, d’une fonction ventilatoire altérée et d’un asthme 

d’autre part (264). Cependant, les mécanismes physiopathologiques impliquant YKL-40 et sa 

causalité dans l'asthme et/ou le remodelage bronchique restaient à déterminer (265) et ont fait 

l’objet du premier travail expérimental de cette thèse.  
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1. Culture des cellules musculaires lisses 

bronchiques humaines (CML) 

1.1) Obtention des CML 

Les spécimens broncho-pulmonaires proviennent soit de biopsies bronchiques prélevées 

au cours d’une endoscopie bronchique pour les patients asthmatiques, soit de pièces 

opératoires de pneumonectomies ou de lobectomies, pratiquées le plus souvent pour 

carcinome bronchique pour les sujets considérés témoins (50). Pour chaque spécimen 

pulmonaire, une bronche de diamètre interne de 3 à 5 mm est disséquée en zone 

macroscopiquement saine (non tumorale) par un anatomopathologiste. Les fragments 

bronchiques sont placés dans un milieu de culture stérile (milieu de Dulbecco modifié par 

Eagle, DMEM, Invitrogen), contenant 0.5 U/ml de pénicilline, 0.5 mg/ml de streptomycine et 

0.25 μg/ml d’amphotéricine B (Invitrogen), puis disséqués sous microscope binoculaire afin 

d’éliminer les tissus non désirés, i.e. épithélium, sous-muqueuse, tissus adipeux et 

pulmonaire. Chaque faisceau de muscle lisse est rincé avec ce même milieu et découpé en 

fragments de 2 à 3 mm2.  

Les explants musculaires lisses sont déposés dans des plaques 6 puits (BD Biosciences) 

et mis en culture dans 200 µl de milieu DMEM, contenant 2 mM de L-glutamine (Invitrogen) 

et 1 mM de pyruvate de sodium (Sigma), supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal 

(SVF, Invitrogen), 1 % d'acides aminés non essentiels (Sigma) et 1 % d'antibiotiques et 

d'antimycotiques (appelé milieu complet). Les plaques de culture sont placées à 37 
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°C, dans une atmosphère enrichie avec 5 % de CO2. Après 48h, l'adhérence de l'explant 

permet sa culture dans un volume de 2 ml par puits. 

Le milieu de culture est changé toutes les 48 à 72 heures. La viabilité des cellules est 

appréciée quotidiennement sous microscope. L'aspect typique est représenté par des cellules 

de forme allongée («spindle shape cell»), orientées parallèlement les unes aux autres, formant 

des faisceaux. Après 8 à 10 semaines de culture, les cellules confluentes sont rincées avec une 

solution salée d'HBSS ("Hank's Balanced Salt Solution", HBSS, Invitrogen) et soumises à un 

premier passage grâce à une solution contenant 0.5 g/l de trypsine et 0.2 g/l d’acide 

éthylènediaminetétracétique (EDTA, Invitrogen), et placées dans des flacons de culture de 75 

cm2. Le lavage en HBSS permet d'éliminer les traces de SVF qui inhibe la trypsine, 

responsable du décollement des cellules. En effet, la trypsine clive les protéines d'adhérence 

et l'EDTA chélate le calcium utilisé par ces protéines pour adhérer au support. Après une à 

deux semaines, les cellules de nouveau confluentes sont soumises à un deuxième passage à la 

trypsine et réparties sur différents supports : plaques de culture (6, 24 ou 96 puits), flacons de 

culture de 75 cm2 ou lames de culture à 8 puits (Chamber's Slides). Seuls les passages 2 à 5 

sont étudiés pour éviter la dédifférenciation des CML en myofibroblastes ou fibroblastes.  

Pour la plupart des expérimentations, les cellules sont rendues quiescentes par une 

incubation de 24 à 72 heures avec un milieu DMEM non supplémenté en SVF appelé milieu 0 

% SVF. 
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1.2) Analyse des CML 

La pureté de la population cellulaire en culture primaire est estimée par cytométrie en 

flux et immunocytochimie. Concernant la cytométrie en flux, les cellules sont rendues 

quiescentes par privation en sérum pendant 72 h. Après passage, fixation et perméabilisation 

de la membrane plasmique au paraformaldéhyde 4% (PFA, sigma) et saponine 0,1%, la 

saturation des sites de fixation membranaire non spécifiques est réalisée par l’addition d’une 

solution d’albumine bovine sérique (ABS) à 1 % (Sigma) diluée dans un tampon phosphaté 

(PBS, phosphate buffered saline, Invitrogen). Les anticorps primaires, dilués dans cette même 

solution de PBS-ABS 1 %, sont incubés pendant une heure à température ambiante. Les 

anticorps primaires monoclonaux utilisés, produits chez la souris, sont un anticorps anti-α 

actine du muscle lisse humain, (clone 1A4, Sigma), ou un anticorps anti-calponine (clone FL-

297) produit chez le lapin. Des témoins sont réalisés avec un anticorps irrelevant de même 

isotype (lignée MOPC-21, Sigma). Après rinçage dans la solution de PBS-ABS 1 %, les 

cellules sont incubées avec un anticorps secondaire de chèvre anti-immunoglobuline G de souris 

ou de lapin, marqué par un fluorochrome vert (FITC, isothyocyanate de fluorescéine, 

Invitrogen), pendant une heure à température ambiante et à l'abri de la lumière. Les cellules sont 

par la suite analysées par un cytomètre de type FACSCanto® équipé du logiciel Diva® (Beckton 

Dickinson (BD) biosciences). Le phénotype musculaire lisse est confirmé si les cellules ont un 

% de cellules positives pour 1’α-actine musculaire lisse et la calponine, supérieur à 75% 

(Figure 17).  
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Figure 17 : Phénotypage des CML en cytométrie en flux.  

Histogrammes de distribution de la fluorescence représentant en vert l'expression de 
l'α-actine musculaire lisse ou de la calponine. Le contrôle est représenté par la 
couleur opposée. 

Concernant l'analyse immunocytochimique de la pureté des CML, les chamber's slides 

sont rinçées avec du PBS, puis les cellules sont fixées avec du méthanol froid (-20°C) pendant 

20 min à 4 °C. La saturation des sites de fixation membranaire non spécifiques est réalisée par 

l’addition d’une solution d'ABS à 3 % diluée dans du PBS, pendant 30 min. Les cellules sont 

par la suite incubées avec les mêmes anticorps primaires utilisés pour la cytométrie en flux 

avec en plus un anticorps anti-myosine du muscle lisse humain, (clone hSM-V, Sigma) et 

comme contrôle négatif, un anticorps dirigé contre la cytokératine 18 humaine des cellules 

épithéliales (clone CY-90, Sigma). Après rinçage avec une solution contenant du PBS et du 

polyoxyéthylènesorbitan monolaurate (tween 20 à 0,05 %, Sigma), les cellules sont incubées 

avec un anticorps secondaire de la même manière que pour la technique précédente. Après 

rinçage avec du PBS, une contre-coloration au Diamidino-4',6-phénylindol-2 dichlorhydrate 

(DAPI, Sigma) pendant une minute permet de colorer les noyaux en bleu. Un rinçage avec du 

PBS-tween puis avec du PBS seul est ensuite effectué, et les lames sont ensuite montées avec du 

Fluorescent Mounting Medium (Dako) et observées sous un microscope à épi-fluorescence de 
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type (Nikon). Le phénotype des CML est validé si les cellules sont positives pour les anticorps 

anti-α actine du muscle lisse humain et/ou anti-myosine et anti-calponine du muscle lisse 

humain, mais négatives pour les anticorps anti-cytokératine 18 humaine et les anticorps 

irrelevant de même isotype (Figure 18).  
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Figure 18 : Phénotypage des CML par immunocytochimie.  

Photographies au microscope à fluorescence de cultures cellulaires marquées à la 
fluorescéine (FITC) avec un anticorps irrelevant (A), un anticorps anti-α actine (B) et 
anti-calponine (C).  

La qualité des résultats de recherche dépend de la qualité des cultures cellulaires. En 

effet, outre la rigueur dans le phénotypage musculaire lisse, l'absence de contamination aux 

mycoplasmes est systématiquement vérifiée lors de l’analyse immunocytochimique grâce au 

marquage au DAPI.  

Les mycoplasmes sont des bactéries largement répandues dans la nature, chez les 

mammifères, les insectes et les plantes. Ils sont dépourvus de paroi, de petite taille (300 nm) 

et de ce fait non visibles au microscope optique. Chez l’homme, on ne rencontre que les 

genres Mycoplasma et Ureaplasma qui sont isolés de deux sites principaux, l’arbre 

respiratoire et les voies génitales. Les mycoplasmes surnommés « cancer des cellules », ont la 
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capacité d’affecter la fonction, la croissance et le métabolisme des cellules. Ils peuvent 

provenir du sérum, du culturiste (poumon, via les mains) ou dans notre cas, des explants 

bronchiques. Un traitement des CML est donc effectué lors de l’amplification mais aussi lors 

de la décongélation des cellules par l’ajout de 0,5 µg/ml d’un agent pharmacologique ; 

« mycoplasma removal agent » (MRA, MP Biomedicals), antibiotique dérivé de la famille des 

quinolones et ayant pour but d'inhiber l'ADN gyrase des mycoplasmes, qui est une enzyme 

essentielle à la réplication de leur ADN.  

1.3) Congélation des CML 

Après confirmation du phénotype musculaire lisse et amplification des cellules, les 

CML sont utilisées à l’état frais ou congelées dans l’azote liquide. Pour cela, le culot 

cellulaire d'un flacon de culture de 75 cm2, obtenu après passage et centrifugation des cellules 

à 1500 tours/min, pendant 5 min à 4 °C, est remis en suspension dans une solution constituée 

de SVF et de 10 % de dimethyl sulfoxide (DMSO), qui est un cryoprotecteur cellulaire. La 

congélation est effectuée selon un gradient de température pour éviter le choc thermique, avec 

congélation des cellules pendant 2 à 3 h à -20 °C puis toute la nuit à -80 °C avant stockage 

dans l'azote liquide.  

La décongélation est réalisée très rapidement, en diluant les cellules congelées dans 1 

ml de milieu de culture avant de les remettre dans l'incubateur dans un flacon de 75 cm2.    
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2. Prolifération cellulaire 

2.1) Courbes de croissance 

Des plaques 6 puits contenant 20 000 cellules par puits sont mises en culture dans du 

milieu de culture DMEM complet, puis synchronisées pendant 24h dans du milieu 0 % SVF. 

Les cellules sont ensuite stimulées avec 0 à 300 ng/ml d'YKL-40 pendant 24 à 72h, ou du 

SVF, avant d'être rincées avec de l’HBSS et décollées comme décrit précédemment à l’aide 

de trypsine. Les cellules sont alors centrifugées à 1500 tr/min pendant 5 minutes. Le culot 

cellulaire est resuspendu dans 1 ml de milieu de culture et les cellules sont comptées à l’aide 

d’une cellule de Neubauer. 

2.2) Incorporation de BrdU 

La synthèse d’ADN est mesurée à l’aide d’un kit d’incorporation de BrdU (Roche 

diagnostic). Deux mille cellules par puits sont déposées sur une plaque de culture à 96 puits. 

Après 24h, les cellules sont synchronisées pendant 24h en remplaçant le milieu de culture par 

du milieu 0 % SVF. Après cette synchronisation, les CML sont stimulées par 10 % de SVF, 

10-4 M de SLIGKV ou 0 à 300 ng/ml d'YKL-40 dilués dans du milieu DMEM seul ou laissées 

en milieu 0 % SVF comme condition contrôle. On ajoute alors 10 μM de BrdU dans chaque 

puits pendant 24h. Les cellules sont ensuite fixées et dénaturées par une solution alcoolisée 

(Solution « Fix-denat » Roche diagnostic) pendant 30 minutes à température ambiante. Le 

BrdU incorporé est alors révélé par un anticorps anti-BrdU couplé à la peroxydase pendant 2h 

à température ambiante. Après 3 rincages au PBS, une solution substrat de la 
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peroxydase, ou tetramethyl-benzidine (TMB) permet une révélation colorimétrique de l’anti-

BrdU grâce à un lecteur de microplaque à 370 nm. Toutes les conditions expérimentales sont 

réalisées en triplicata, et les résultats sont exprimés en ratio par rapport à la valeur obtenue 

pour les cellules non stimulées. 

3. Hypertrophie 

La taille cellulaire est mesurée par cytométrie en flux (266). Ce paramètre important du 

remodelage musculaire lisse n’a jamais été étudié dans le laboratoire auparavant. Une 

optimisation de la technique a donc été nécessaire. Les CML sont synchronisées pendant 24 h 

puis stimulées de manière répétée avec 300 ng/ml d’YKL-40 pendant 48h, 1 ng/ml 

d’endothéline ou 1-10 ng/ml de TGF-β (R&D Systems) pendant 72h. Les cellules sont alors 

collectées, fixées et perméabilisées avec 300 µl d’éthanol 70 % froid. Un lavage avec 3 ml de 

PBS suivi d’une centrifugation de 5 min à 1500 tours/min sont alors effectués. Les cellules 

sont par la suite marquées pendant 15 min à température ambiante à l'iodure de propidium 

(PI)/ RNase (BD Biosciences Pharmingen). En effet, le PI s’intercale à l’hélice double brin de 

la cellule et peut marquer l’ADN mais aussi l’ARN double brin. Pour éviter cela, les cellules 

sont traitées avec de la RNase. Les cellules en G0/G1 sont ensuite sélectionnées par un 

FACSCanto. La taille cellulaire de ces cellules non proliférantes est déterminée en mesurant 

le paramètre forward scatter (FSC) du cytomètre. La mesure de l'hypertrophie cellulaire est 

également appréciée par la quantification de l’expression de l’α-actine par (cf II.4.B). En 

effet, l’hypertrophie musculaire est associée à un phénotype contractile qui se manifeste par 

une augmentation du contenu en protéines contractiles. 
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4. Expression protéique et transcriptionnelle 

4.1) Cytométrie en flux 

La cytométrie en flux a été utilisée pour quantifier l'expression du PAR-2. Les CML 

bronchiques en culture sont soumises à un passage grâce à une solution de dissociation 

cellulaire non enzymatique (Sigma) afin de ne pas détruire les protéines de surface et ainsi le 

PAR-2 membranaire. Après une centrifugation à 1500 tours/min pendant 5 min à 4°C, la 

fixation des cellules est effectuée dans le paraformaldéhyde 4% (PFA, Fisher Scientific 

Chemicals) pendant 15 min dans la glace. L’étape de rinçage, pratiquée à 2 reprises, 

comprend une centrifugation à 1500 tours/min pendant 5 min à 4°C et une remise en 

suspension du culot cellulaire dans une solution d’ABS 0,5 % diluée dans le tampon PBS. 

Pour chaque condition expérimentale, les cellules sont incubées pendant 30 min dans la glace, 

en présence d’un anticorps monoclonal produit chez la souris à la concentration de 10 μg/ml, 

dirigé contre le récepteur PAR-2 humain (Santa Cruz). Dans les conditions témoins, les 

cellules sont incubées en présence d’un anticorps de même isotype dilué dans la même 

solution (ABS 0,5 %), utilisé à la même concentration (10 μg/ml). Après rinçage au PBS-ABS 

0,5 %, les cellules sont incubées pendant 30 min dans la glace, à l’abri de la lumière, en 

présence d’un anticorps secondaire, produit chez la chèvre, anti-IgG de souris conjugué à 

l'Allophycocyanine (APC, Beckman Coulter). À l’issue de 2 rinçages supplémentaires, 

l’intensité de fluorescence des populations cellulaires (10000 cellules pour chaque condition 

expérimentale) est analysée par un cytomètre de type FACSCanto® équipé du logiciel Diva® 

(Beckton Dickinson (BD) biosciences). Les résultats sont exprimés en médiane d’intensité de 
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fluorescence (MFI) et/ou en pourcentage de cellules positives. 

4.2) Immunomarquage par Western Blot 

Au cours des différents travaux de cette thèse, plusieurs immunomarquages ont été 

réalisés suivant le même protocole de western blot, à l’exception de la nature et de la 

concentration des anticorps primaires et secondaires. Le tableau 7 résume les spécificités des 

différents anticorps utilisés. 

Anticorps 

primaire 

Poids 

moléculaire 

Concentration 

finale 

Anticorps 

secondaire 
Dilution 

PAR-2 

(Santa Cruz) 
55 kD 20 µg/ml 

α-actine 

(Sigma) 
40 kD 2 µg/ml 

1/2000 

Collagen 1A 

(Santa Cruz) 
70 kD 0,25 µg/ml 1/1000 

β-actine 

(Sigma) 
42 kD 0,3 µg/ml 

Anti IgG de souris 

couplé HRP 

(Biorad) 

1/5000 

Tableau 7 : Récapitulatif des anticorps utilisés en Western Blot. 
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4.2.a) Extraction des protéines 

Les CML sont lysées et les protéines extraites dans 150 µl d’un tampon de lyse 

contenant une solution composée de détergent (Triton x-100), d’anti-protéases et d’anti-

phosphatase (4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (AEBSF) 0,25 

mg/ml, aprotinine 10 µg/ml, leupeptine 16 µg/ml, Sodium-orthovanadate 0,35 mg/ml, tous 

provenant de Sigma), et d’un réducteur des ponts disulfures, le 1,4-Dithio-DL-Threitol (DTT) 

à 0,15 mg/ml. Les protéines sont alors diluées au ½ dans un tampon de charge (2 % Sodium 

Dodécyl Sulfate (SDS), 20 % Glycérol, 20 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA, 80mM β-mercapto-

éthanol et 1 % de bleu de Bromophénol) et dénaturées à 90°C pendant 5 min.  

4.2.b) Western Blot 

Les protéines (25 μg) sont ensuite déposées sur un gel d’acrylamide (10 %) dénaturant 

[(Acrylamide bis-Acrylamide, SDS (Sigma)], persulfate d’ammonium et N,N,N’,N’-

tétraméthylènediamine (TEMED) (Qbiogene). La migration des protéines est alors réalisée 

par une électrophorèse conduite à 300 mA pendant 1h30. Les protéines sont ensuite 

transférées sur une membrane de PVDF (PolyVinyliDene Fluoride, immobilon TM -P) pendant 

1h à 600 mA. Après blocage des sites de fixation non spécifiques dans une solution de PBS, 

Tween 0,1 % et lait en poudre 5 %, les membranes sont incubées avec un anticorps primaire 

(Tableau 7) pendant la nuit à 4 °C. Après trois lavages dans du PBS, Tween 0,1 %, un 

anticorps secondaire couplé à l’enzyme HRP (horse radish peroxydase) est appliqué sur la 

membrane pendant 1h30 à température ambiante. Le signal est révélé par chimioluminescence 

(Uptilight HRP blot reagent) (Interchim). En parallèle, la quantité de protéine déposée est 

contrôlée par la mesure de la quantité de β-actine présente sur la membrane, car il 
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s’agit d’une protéine dont la quantité ne varie pas dans la CML. Cependant, la taille de la β-

actine étant proche de celle du PAR-2 notamment, la membrane est incubée dans du Stripping 

Buffer (« Restore TM Western Blot Stripping Buffer », Pierce) pendant 15 minutes, ce qui 

permet d’éliminer le marquage du PAR-2, puis les membranes sont incubées dans l’anticorps 

primaire dirigé contre la β-actine pendant 1h30 et le même protocole de révélation est ensuite 

poursuivi. 

4.2.c) Analyse des résultats 

Les résultats sont exprimés sous forme de ratio de l’intensité des bandes révélées par 

l’anticorps primaire spécifique utilisé rapportée à l’intensité révélée par l’anticorps primaire 

anti β-actine. L’intensité de ces bandes est calculée grâce au logiciel libre imageJ. 

4.3) ELISA 

La synthèse de cytokines TGF-β1, IP-10, IL-8 ou SCF a été mesurée sur des 

surnageants de CML, grâce à l’utilisation de kits "Enzyme-Linked Immunosorbent Assay" 

(ELISA) (Quantikine ELISA Kits, R&D Systems). 20 000 cellules sont ensemencées dans des 

plaques 24 puits. Une fois le niveau de confluence atteint, les CML sont rendues quiescentes 

puis stimulées pendant 48h avec 300 ng/ml d’YKL-40 ou 30 ng/ml de TNF-α utilisé comme 

contrôle positif. Les surnageants sont ensuite stockés à -80 °C jusqu'à la réalisation du dosage. 

Brièvement, les surnageants sont ajoutés aux microplaques pré-coatées avec un anticorps 

monoclonal spécifique pour les différentes cytokines. Après lavage, un anticorps secondaire 

lié à une peroxydase est ensuite ajouté. Enfin, une solution substrat de l’enzyme permet une 
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révélation colorimétrique grâce à un lecteur de microplaques à 450 nm avec une correction à 

570 nm. 

4.4) RT-PCR quantitative 

4.4.a) Extraction d'ARN 

Les CML bronchiques sont rincées à 1’HBSS puis décollées par la trypsine. Les ARN 

totaux sont extraits à l’aide d’un kit NucleoSpin RNase II (Marcherey-Nagel) conçu pour 

isoler l’ARN tout en évitant sa dégradation. Les cellules sont lysées dans un tampon qui 

permet d’inactiver immédiatement les RNases et auquel est ajouté du β-mercapto-éthanol pour 

réduire les ponts disulfures. Les lysats sont ensuite filtrés dans des colonnes spécifiques 

(« NucleoSpin Filter ») qui permettent de réduire la viscosité. Un traitement des cellules à 

l’éthanol 70 % suivi d’une centrifugation à 11 000 g pendant 30 secondes permet la fixation 

de l’ARN sur la membrane de la colonne (« NucleoSpin RNA column »). Les tubes sont 

ensuite placés pendant 15 minutes à température ambiante en présence de DNase afin 

d’éliminer une contamination avec de l’ADN qui a pu se fixer sur la membrane. Enfin, après 

quelques lavages, l’ARN pur est élué dans de l’eau RNase-free. La concentration en ARN 

totaux extraits est ensuite mesurée grâce au spectrophotomètre GeneQuant RNA/DNA 

calculator (Amersham Pharmacia). La concentration en acides nucléiques est mesurée à 260 

nm et rapportée à la concentration en protéines mesurée à 280 nm. Le ratio des densités 

DO260/DO280 permet d’apprécier la pureté des échantillons. 
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4.4.b) Reverse Transcription (RT) 

Les ARN extraits sont transformés en ADN complémentaire (ADNc) par l’étape de 

transcription inverse. Pour cela, 1 µg d’ARN totaux est mis en présence d’amorce oligo-dT 

(0,5 µg ; Promega), de désoxyribonucléotides ou dNTP (1 mM ; Promega), d’un inhibiteur de 

la ribonucléase (RNasin ; 20 unités ; Promega) et de la transcriptase inverse provenant du 

virus AMV (Avian Myeloblastosis Virus ; 15 unités ; Promega). La synthèse d’ADNc 

s’effectue pendant 1 heure à 42 °C, puis l’enzyme est inactivée à 94 °C pendant 5 minutes.  

L’amorce d’oligo d(T) utilisée permet de n’amplifier que les ARN messagers et non les 

ARN ribosomaux qui ne possèdent pas de queue de poly A en 3’.  

4.4.c) Polymerase Chain Reaction (PCR) en temps réel 

Les paires d’amorces spécifiques ont été conçues avec le logiciel Oligo 6.6 (Molecular 

Biology Insights) et délivrées par Sigma-Genosys. Les amorces utilisées sont présentées dans le 

tableau 8. 

S : GGGGATGTGGAATTTTTATACAAG
AS : CGCCAGGACAAACCAGTATGTAG
S : GTGAAAAGGACCCCACGAA
AS : AGTCAAGGGCATATCCTACAACAA
S : CAACGGGTACAAACGAGTC
AS : CTTCCTTGGCTTCAACCTTAG
S : CCGAACTAAGAAGAAGCACC
AS : AGAAAAAGCCAATAAGCACACAT

Gène
Concentration 

d'amorce 
utilisée (nM)

Température 
et temps 

d'élongation
Séquences (S : sens; AS : antisens)

Température et
temps 

d'hybridation

Taille du produit 
d'amplification 

(pb)

N° 
d'accession

YWHAZ NM_003406 100

HPRT-1 NM_000610 91

- 68°C-13sec 70°C-23sec

62°C-15sec

PO NM_002210

PAR-2 NM_005242 70°C-13sec

182

161

100

200

200

64°C-13sec 70°C-23sec

70°C-28sec 70°C-28sec

 

Tableau 8 : Récapitulatif des paires d'amorces utilisées en RT-PCR. 
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La quantification des ADNc par PCR en temps réel est réalisée en mesurant la quantité de 

fluorescence émise à chaque cycle d’amplification par comparaison à trois gènes domestiques 

(Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase : HPRT ; Ribosomal Phosphoprotein : 

PO ; Tyrosine 3-monooxygenase/Tryptophan 5-monooxygenase Activation Protein, Zeta 

polypeptide : YWHAZ). Pour chaque PCR, le milieu réactionnel (10 µl) contient 10 ng 

d’ADNc, 0,4 µl de l’enzyme Titanium™ « Taq DNA Polymerase » (50x), le tampon PCR 

Titanium Taq (1x), 1 mM de dNTP, (tous provenant de Clontech), ainsi que 100 à 200 nM de 

chaque amorce (Tableau 8) et 0,5 µl de SybR Green (10x, Molecular Probes, Interchim).  

La réaction de PCR est réalisée grâce au thermocycleur Rotor Gene 2000 (Corbett 

Research) permettant la quantification en temps réel des transcrits, et se déroule comme suit : 

60 secondes initiales à 95°C pour activer la Taq, 15 secondes de dénaturation à 95°C suivie de 

30 à 40 cycles d’amplification (dénaturation / hybridation / élongation) dont la durée et la 

température d’élongation varient selon les amorces spécifiques (Tableau 8).  

Cette technique permet de suivre la quantité d’ADNc grâce au SybR Green, un agent 

intercalant non spécifique de l’ADN double-brin émettant une fluorescence à 585 nm lorsqu’il 

est excité à 470 nm. La quantité de fluorescence est alors directement proportionnelle à la 

quantité d’ADNc amplifié. Le cycle seuil ou Ct (Cycle threshold) est défini comme le cycle où 

la fluorescence atteint une limite fixée arbitrairement. Cette valeur est déterminée à un 

moment où l’amplification est dans une phase linéaire en échelle logarithmique.  

Au préalable, l’efficacité d’amplification est vérifiée en déterminant les Ct pour 

différentes concentrations en ADNc. On considère alors que l’efficacité maximale est de 100 

% lorsqu’en divisant par 2 la concentration en ADNc, le Ct augmente d’un cycle. 
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Pour éliminer les signaux de fluorescence non spécifiques, l’émission de fluorescence est 

mesurée à la fin de chaque étape d’élongation à une température inférieure de 3,5°C à la 

température de fusion (Tm ; melting temperature ; entre 80 et 85°C généralement) de l’amplicon, 

mais supérieure à celle de l’hybridation éventuelle des amorces entre elles. Les témoins négatifs 

(eau stérile) sont systématiquement effectués lors des étapes de transcription inverse et de PCR. 

L’efficacité des réactions de PCR est toujours supérieure à 90%. La spécificité des produits de 

PCR est analysée avec les courbes de fusion et sur gel d’agarose 2% contenant du Syber Green, 

et en comparant leur taille à un marqueur de taille.  

4.4.d) Analyse des résultats 

Les résultats ont été analysés selon la méthode Genorm (267). Cette méthode permet, dans 

un premier temps, de définir les gènes domestiques les plus stables entre les différentes 

conditions d’étude. Les gènes domestiques les plus stables permettront alors le calcul d’un 

facteur de normalisation pour chaque échantillon, basé sur la moyenne géométrique de ces gènes 

domestiques (YWHAZ ; PO ; HPRT). Ainsi, la quantité relative d’ADNc de chaque gène 

d’intérêt est rapportée au facteur de normalisation propre à chaque échantillon. Les résultats sont 

exprimés en quantité relative d’ARNm en unité arbitraire. 

5. Migration 

La migration des CML a été étudiée grâce aux inserts de type Transwell (BD) (Adaptée 

de la chambre de Boyden). Elle consiste en une migration des cellules à travers une 

membrane en PET (polyethylene terephtalate) présentant des pores de 8 µm de diamètre 
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(268). Au préalable, les CML sont synchronisées dans du milieu 0 % SVF pendant 24h. Puis, 

les inserts sont recouverts de collagène à 50 µg/ml pendant 1h à température ambiante afin de 

favoriser l’adhérence des cellules. 20000 cellules sont ensemencées dans la partie supérieure 

des inserts qui sont eux-mêmes déposés dans des plaques 24 puits. Les agonistes (YKL-40 à 

300 ng/ml ou le PDGF à 10 ng/ml) sont placés dans la partie inférieure et/ou supérieure de 

l’insert afin de différencier deux phénomènes importants de la migration : le chimiotactisme 

(attraction des cellules selon un gradient de concentration d'un composé donné) et la 

chimiokinésie (déplacement non orienté sous l’action d’un composé donné). Au terme de 6 et 

24h de migration, les inserts sont rincés dans des puits contenant du PBS 1X préchauffé à 37 

°C. Les CML n’ayant pas migré (présentes dans la partie supérieure de l’insert) sont enlevées 

par grattage. Les inserts sont par la suite rincés 3 fois dans du PBS afin d’éliminer les cellules 

grattées, puis séchés pendant 10 min. Les cellules sont ensuite fixées pendant 10 min grâce à 

une solution de méthanol, puis les inserts sont séchés de nouveau pendant 5min. Les noyaux 

sont colorés en bleu avec de l’hématoxyline pendant 20 min. Les inserts sont finalement 

rincés à l’eau bidistillée. L’observation au microscope optique au grossissement x10 est suivie 

de l’acquisition informatique des images par le logiciel QUANCOUL®, à raison de 15 images, 

correspondant à 15 champs par puits, de façon à être le plus exhaustif possible. La migration 

cellulaire est exprimée en nombre de cellules par mm2 et est présentée sous forme de 

moyennes ± SEM (erreur standard de la moyenne). Pour chaque condition, les expériences ont 

été réalisées en duplicata et les comptages ont été faits à l’insu des conditions expérimentales. 



Chapitre II Matériel et méthodes 

 99

6. Apoptose 

L’apoptose des CML est mesurée à l’aide d’un kit annexine V-FITC en cytométrie en flux 

(BD Biosciences). L’apoptose se traduit par la perte de polarité de la membrane plasmique en 

résidus phosphatidyl-sérine (PS). En effet, à l'état physiologique, les résidus PS sont situés 

uniquement à l'intérieur de la membrane plasmique. L’annexine V permet le marquage des 

résidus PS membranaires exprimés sur le coté extracellulaire de la cellule lors de l’apoptose. Les 

cellules nécrotiques, ou en phase tardive d’apoptose, sont également marquées à l’iodure de 

propidium (IP). En effet, ces 2 états cellulaires présentent des discontinuités membranaires qui 

vont permettre à l’iodure de propidium de pénétrer dans la cellule et de s’intercaler dans l’ADN. 

Ainsi, lors de l’apoptose précoce, les CML sont annexine V + et PI -. Lors de l’apoptose 

tardive, le PI peut pénétrer dans le noyau, les cellules sont annexine V + et PI +, alors que les 

CML nécrotiques sont annexine V - et PI +. 

Le protocole utilisé est le suivant : 100000 cellules sont suspendues dans 100 μl de tampon 

annexine (BD bioscience) avec 2 μl d’annexineV couplée au FITC et 5 μl d’iodure de propidium 

pendant 15 min à l’obscurité. La révélation des cellules à l’aide d’un cytomètre en flux de type 

FACSCanto (BD biosciences), permet de visualiser dans le canal FL-1 les cellules positives pour 

l’annexineV FITC et dans le canal FL-2 les cellules positives pour l’iodure de propidium. Les 

résultats sont exprimés en pourcentage de cellules annexine V positives qui reflète les cellules en 

apoptose et en pourcentage de cellules annexine V positives et PI négatives qui reflète les 

cellules en phase précoce d’apoptose. 
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7. Interférence ARN lentivirale 

7.1) Généralités 

L'étude in vitro des fonctions biologiques du PAR-2 était très limitée du fait de 

l'absence d'agent pharmacologique susceptible d'inhiber spécifiquement le PAR-2. 

L'inhibition de son expression par l'utilisation de petits ARN double brins interférent de 21 

nucléotides (siRNA) a déjà été objectivée dans le laboratoire (269). Cependant, les effets des 

siRNA sur la CML bronchique sont limités à 24h et ne permettent donc pas d'étudier leur 

prolifération dont l'étude nécessite 2 à 3 jours. C'est pourquoi une stratégie lentivirale a été 

mise en place pour permettre une expression stable de siRNA au cours du temps. En effet, 

l'infection d'une cellule par un lentivirus conduit à l'intégration du génome viral dans la 

cellule infectée et donc une inhibition stable de la protéine ciblée (270,271).  

L'histoire de l'interférence ARN, initialement appelée "gene silencing", a commencé au 

début des années 90 par la découverte chez la plante, puis dans c.elegans, d'un phénomène 

particulier de défense cellulaire (272-274). En effet, les cellules eucaryotes infectées par des 

virus à ARN peuvent s'en débarrasser en mettant en place un mécanisme d'interférence ARN. 

La cellule va répondre à l’entrée de matériel génétique ARN double brins (dsRNA) en 

activant une cascade de réponses qui vont entraîner la dégradation de l'ARN viral. Les 

premiers essais pour réactiver la voie de l'interférence ARN dans les cellules de mammifères 

ont été des échecs. L'introduction de dsRNA de plus de 30 nucléotides activait une réponse 

antivirale qui menait à la dégradation non spécifique des transcrits d'ARN et à une extinction 

générale de la traduction dans les cellules hôtes. Ces effets non spécifiques impliquent 
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l'activation de deux protéines notamment, la protéine kinase R (PKR) et l’interféron gamma 

(IFN-γ) entraînant des réponses cytotoxiques qui vont aboutir à l’apoptose (275). En 2001, 

Elbashir et collaborateurs ont démontré que des fragments de 21-23 nucléotides de duplex 

d'ARN (siRNA) activent efficacement l'interférence ARN in vitro (276). En effet, ces siRNA 

suppriment l'expression de gènes dans différentes lignées cellulaires humaines, comme 

HEK293 et les cellules HeLa. Cette technique a donc permis de détruire par coupure, les 

ARNm issus de la transcription d’un gène, et cela de façon spécifique (276-280). C'était le 

commencement du développement considérable de l'interférence ARN dans plusieurs 

domaines de la biologie moléculaire, de la génétique ou de la recherche sur le cancer. Ainsi, et 

comme illustré dans la figure 19 A, les siRNA vont être pris en charge par un complexe multi-

protéique ou « RNA Induced Silencing Complex » (RISC) qui va guider le brin antisens du 

siRNA vers l’ARNm cible (281). Il y a alors hybridation du brin anti-sens du siRNA sur 

l’ARNm par complémentarité de bases. Cette hybridation va activer des nucléases contenues 

dans le complexe RISC qui vont alors cliver l’ARNm, rendant sa traduction impossible.  
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Figure 19 : Mécanismes d'interférence ARN par transfection de siRNA ou 

production lentivirale de shRNA.  

A : Le couplage du siRNA avec le complexe RISC permet la reconnaissance de 
l'ARNm cible ainsi que sa dégradation par les nucléases présentes au sein de ce 
complexe. La transfection directe de siRNA (flèche bleue) aboutit elle aussi à une 
dégradation de l’ARNm cible mais de façon transitoire. B : Après l'entrée du génome 
lentiviral dans la cellule, la transcriptase inverse permet de convertir l'ARN en ADN 
en dupliquant la séquence LTR en 3’ aux deux extrémités de l'ADN lentiviral 
(représenté en noir). Après intégration dans le génome humain (représenté en bleu), 
il s'ensuit la production durable de shRNA qui, dans le cytosol, sont maturés en 
siRNA par la Dicer. LTR: Long Terminal Repeat, RISC: RNA Induced Silencing 
Complex, shRNA: Small Hairpin RNA, siRNA: Small Interfering RNA 

Cependant, la nature transitoire des siRNA dans la cellule de mammifère constitue un 

handicap majeur. Pour le contourner, l'équipe de Brummelkamp et d'Agamo a développé en 

2002 le premier vecteur d'expression permettant de produire in situ des séquences siRNA par 

la cellule (282). Ainsi, des vecteurs possédant les promoteurs U6 ou H1, recrutent l'ARN 

polymérase III et permettent la transcription de petites séquences en forme d'épingle à 

cheveux ou small hairpin RNA (shRNA), des duplex de 19-21 nucléotides. En effet, la 

technique consiste à faire produire un ARN simple brin contenant 2 séquences 
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complémentaires et équivalentes à une séquence siRNA. Ces deux séquences 

complémentaires sont séparées par une courte séquence de 8-9 nucléotides. Lors de la 

transcription de cet ARN au sein de la cellule, les 2 séquences complémentaires vont 

s'hybrider et créer une boucle nucléotidique correspondant à la courte séquence séparant les 

deux séquences complémentaires (Figure 19 B). Cette boucle d'ARN s'avère être un très bon 

substrat pour une endonucléase nommée Dicer qui permet de cliver la boucle et ainsi de 

produire des siRNA au sein même de la cellule (Figure 19 B). Comme précédemment, les 

siRNA ainsi produits sont pris en charge par le complexe RISC entraînant la dégradation de 

l'ARNm cible. 

En parallèle, des vecteurs viraux, essentiellement dérivés de l'adénovirus ou des 

lentivirus, se sont développés pour imposer une interférence ARN dans des cellules 

difficilement transfectables ou dans des approches chez l'animal (283). Le lentivirus est un 

virus de la famille des rétrovirus, à longue période d'incubation et responsable de maladies à 

évolution lente, notamment du système nerveux central et du système immunitaire. Les 

lentivirus sont dérivés le plus souvent du VIH ou de son équivalent chez le félin (VIF). La 

construction des particules lentivirales se fait par 3 différents plasmides afin de produire des 

particules virales non répliquantes capables d'infecter des cellules et d'intégrer leur matériel 

génétique d'intérêt, mais incapables de reformer de nouvelles particules virales. Pour cela, les 

particules lentivirales doivent contenir les protéines virales nécessaires à leur intégration dans 

la cellule mais ne pas posséder les séquences codantes de ces protéines dans leur génome. 

C'est le cas des protéines de structure et des protéines d'enveloppe. Des considérations de 

sécurité et d'éthique doivent être prises en considération pour l'utilisation de cette approche. 
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7.2) Structure des lentivirus 

Trois types de plasmides (Trono Lab) sont utilisés pour générer des lentivirus de type 

« human immunodeficiency virus » ou HIV pseudotypés avec la glycoprotéine d’enveloppe 

du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV-G) (284). Il s’agit du vecteur de structure 

(pCMVΔP8.91), du vecteur d'enveloppe de VSV-G (pMD2G-VSVG), et d'un vecteur de 

transfert permettant le clonage de l’ADNc d’intérêt et/ou produisant le shRNA (pLVTHM). 

Les constructions plasmidiques de ces trois vecteurs sont présentées dans la figure 20.  

ΔΨ

CMV polgag polyA

2) Vecteur d’enveloppe :

3) Vecteur de transfert :

1) Vecteur de structure :

Ψ
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Figure 20 : Constructions plasmidiques des 3 vecteurs utilisés pour la 

production des particules lentivirales.  

EF-1α: Elongation factor-1α, GFP: Green fluorescent protein, LTR: Long terminal 
repeat, SIN: Self inactivated, TetO: Tet-operateur, WPRE: Woodchuck post-
transcriptional regulatory element, pol: polymerase, env: envelope, Ψ : signal 
d'encapsidation. 
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Le vecteur pCMVΔP8.91 est un vecteur de structure issu du HIV. Il est pourvu d’un 

promoteur CMV, codant pour les protéines de structure gag, pol, tat et Rev. Il ne contient ni le 

gène d’enveloppe (ΔEnv), ni le signal de packaging (Δψ). 

Le vecteur pMD2G-VSVG est un vecteur d’enveloppe codant pour l’enveloppe du 

« vesicular stomatitis virus G » (VSVG). Le promoteur CMV nécessite un signal de 

terminaison polyA en aval de la séquence codant pour l’enveloppe. Cette enveloppe permet 

l’entrée du lentivirus dans la plupart des cellules eucaryotes avec une efficacité supérieure à 

celle de l’enveloppe HIV qui nécessite l’expression d’un récepteur spécifique. Il ne contient 

ni gène de structure ni signal de packaging (Δψ). 

Le plasmide pLVTHM est un vecteur de transfert. Ce vecteur est dédié à l’expression de 

shRNA et d’un gène marqueur. Il s’agit d’un vecteur de transfert de seconde génération de 

type SIN pour self inactivated (ΔU3) (285). Il est pourvu d’un cPPT (central polypurine tract) 

qui va permettre une meilleure translocation nucléaire du génome lentiviral, d’une protéine 

marqueur fluorescente la E-GFP sous la dépendance du promoteur eucaryote EF1α. À la place 

de la région U3 du LTR (long terminal repeat) en 3’, se trouvent un promoteur spécifique de 

la pol II (H1) et une séquence shRNA dirigée contre l’ARNm du PAR-2. Ce vecteur ne 

contient ni gène de structure (Δ gag-pol) ni gène d’enveloppe (Δ env). Il contient par contre le 

signal de packaging (ψ), qui permettra à la particule lentivirale d’inclure cet ARN lentiviral. 

7.3) Le "design" des séquences shRNA 

Dans toute approche d’interférence ARN, l’un des problèmes à résoudre est le choix et 

la spécificité de la séquence siRNA. Le choix et le design des séquences shRNA 
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spécifiques de l’ARNm du PAR-2 ont été réalisés à l’aide d’outils bioinformatiques 

actuellement disponibles en libre accès (www.genscript.com/ssl-bin/app/rnai). Ces outils 

bioinformatiques ont été adaptés du travail princeps d’Elbashir qui a formulé le premier 

design des séquences siRNA (276). En effet, pour définir des séquences complémentaires de 

l’ARNm d’intérêt, ces outils sont basés sur des algorithmes complexes. Ces algorithmes 

prennent en compte les propriétés thermodynamiques de l’ARNm cible et des siRNA, 

l’accessibilité des séquences de l’ARNm à inhiber, ainsi que la structure tridimensionnelle de 

l’ARNm cible offrant des structures linéaires facilement accessibles aux siRNA et d’autres à 

l’inverse, moins accessibles en forme de boucle. En compilant de nombreux résultats 

expérimentaux, Ui-Tei et al. (286) ont étoffé ces règles : (1) un A ou un U à l’extrémité 5’ du 

brin antisens ; (2) un G ou un C à l’extrémité 5’ du brin sens ; (3) une région riche en AU au 

niveau de l’extrémité 5’ du brin antisens ; (4) l’absence de fragment riche en GC. Ces outils 

bioinformatiques qui ont émergé depuis quelques années, vérifient également l’absence de 

complémentarité de siRNA proposés avec d'autres ARNm susceptibles d’être produits par la 

cellule. Dans tous les cas, après le choix de la séquence, une vérification de l’absence 

d’homologie dans les banques d’ADNc (BLAST) est toujours réalisée 

(www.ncbi.nlm.nith.gov/BLAST).  

Plusieurs séquences ont été choisies et produites pour ce travail. Les quatre premières 

séquences ont été identifiées grâce au logiciel GenScript. Les 9 autres séquences ont été 

fournies par Open Biosystems et sont déjà introduites dans le vecteur d’intérêt. Les séquences 

shRNA ainsi choisies sont présentées dans le tableau 9. 
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Tableau 9 : Les séquences shRNA anti-PAR-2 utilisées. 

A : Séquences obtenues par le logiciel GenScript, et B : Séquences fournies par Open 
Biosystems. Les nucléotides surlignés correspondent aux sites de coupure des 
enzymes de restriction MluI (5') et ClaI (3'). Ceux soulignés sont spécifiques de 
l'ARNm du PAR-2 humain (sens et antisens), et ceux en gras correspondent aux 
boucles d'ARN simple brin. 



Chapitre II Matériel et méthodes 

 108

7.4) Production des particules lentivirales 

Les deux brins sens et anti-sens de chaque shRNA (Sigma Genosys) ont été hybridés 

par chauffage à 95 °C durant 5 minutes puis la température est diminuée progressivement 

jusqu’à environ 30°C. Après digestion de chaque oligonucléotide double brin du plasmide 

pLVTHM entre les sites Mlu en 5’ et ClaI en 3’, la T4 DNA Ligase (Invitrogen) a permis leur 

insertion lors d’une incubation de 2h à température ambiante. Le plasmide vide (sans shRNA) 

servira de contrôle négatif pour les expériences ultérieures. Les produits de ligation ont été 

transfectés dans des bactéries compétentes (MAX Efficiency Stbl2, Invitrogen). Ces bactéries 

ont été étalées sur des boites de Pétri contenant du milieu LB (10 g de tryptone (BD), 5 g de 

Bacto Yeast (BD), 10 g de NaCl, 0,2 ml de NaOH 5M dans 1 l d'eau bidistillée) contenant 2 

µl/ml d'ampicilline, pour provoquer une pression de sélection et ainsi permettre la croissance 

des seules bactéries transfectées.  Après purification de plusieurs clones bactériens à l’aide du 

Kit Miniprep (Qiagen), la présence de la séquence shRNA a été contrôlée par séquençage à 

l’aide d’une amorce anti-sens (5’-CAGGAAGATGGCTGTGAGG-3’) et du Kit Big Dye 

Terminator v1.1 (Applied Biosystems). La transformation des bactéries hautement 

compétentes de la souche Stbl2 (Invitrogen) précède un nouveau contrôle de la présence de 

l’insert.  

La production des particules virales est, à ce niveau, prise en charge par la plateforme 

de vectorologie (INSERM U876). Elle nécessite la transfection de cellules appartenant à la 

lignée 293T par les trois plasmides lentiviraux : plasmides de structure (10 µg), d’enveloppe 

VSV-G (4 µg) et de transfert (10 µg) (Figure 21). Après filtration et ajout de 50 µl de 

dichlorure de calcium (CaCl2 à 2,5M), les plasmides ont été incubés 3 à 5 min avant d’être 
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transfectés dans les 293T, dans un milieu de culture sans sérum, à 37° C pendant 8h. Après 

lavage et incubation de 48h dans un milieu adapté riche en sérum, le surnageant de culture est 

prélevé, centrifugé (2500 rpm à 4°C pendant 5 min) puis ultracentrifugé (35000 rpm à 4°C 

pendant 4h) afin de recueillir les particules lentivirales.  

Env

Gag

Cellule 293T

shRNA

Pol

Env

Gag

Cellule 293T

shRNA

Pol

EnvEnvEnv

Gag

Cellule 293T

shRNA

Pol

 

Figure 21 : Production de particules lentivirales dans les cellules 293T.  

Production des protéines de structure (gag, Pol), d'enveloppe (Env), et le shRNA 

Leur titration a été faite sur les cellules 293T. Pour ce faire, les particules lentivirales 

diluées dans une gamme de concentrations décroissantes ont permis l’infection de 105 

cellules/ml en suspension avec du sulfate de protamine. Après 5 jours, le pourcentage de 

cellules positives pour la GFP en cytométrie en flux (FACS Canto, BD), a permis de 

déterminer la « Multiplicity of Infection » (MOI) pour chaque lot de particules virales produit. 

Les particules lentivirales produites ont été alors aliquotées et conservées à -80°C jusqu’à leur 

utilisation. 
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Par ailleurs, une stratégie de surexpression du PAR-2 par infection lentivirale à l’aide 

du plasmide pCMV-Sport6 contenant l’ADNc du PAR-2, a également été débutée lors de 

cette thèse mais son efficacité reste à démontrer. 

7.5) Infection des CML 

Les CML sont recueillies dans une solution de trypsine-EDTA avant d’être 

comptabilisées grâce à une cellule de Neubauer. Les cellules sont ensuite ensemencées dans 

des plaques 12 puits (100 000 cellules / puits) ou 96 puits (2000 cellules / puits), pour les 

expériences de cytométrie en flux, RT-PCR ou de BrdU respectivement, dans du milieu 

DMEM complet, auquel a été ajoutée une solution contenant 8 µg/mL de sulfate de protamine 

(Sigma) qui permet, par son apport de charges ioniques, de rapprocher les membranes virales 

et cellulaires. Les infections ont été réalisées avec le pLVTHM à des MOI de 3 à 20. Afin 

d’augmenter les probabilités d’infection, les volumes finaux d’infection ont été adaptés à 250 

µl pour les plaques 12 puits et 100 µl pour les plaques 96 puits. L’efficacité de l’infection a 

été étudiée en cytométrie en flux par l’analyse de la fluorescence de la GFP. Par ailleurs, le 

nombre de copies d’ADN viral (gène WPRE) intégré dans l’ADN de la cellule hôte a été 

évalué par PCR quantitative par la plateforme de vectorologie. De plus, l’efficacité de 

l’interférence ARN lentivirale a été évaluée par l’analyse de l’expression du PAR-2 au niveau 

protéique et transcriptionnel. 
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7.6) Interférence ARN conditionnelle  

Afin de pallier aux problèmes dus au stress subi par les cellules suite à l’infection 

lentivirale avec le pLVTHM qui génère les séquences shRNA, la co-infection avec un autre 

plasmide s’est avérée nécessaire. En effet, le pLVtTRKRAB-Red produit une protéine de 

fusion tTR-KRAB dont le domaine tTR, se fixe sur le TetO du pLVTHM entraînant ainsi 

l’inhibition de l’expression des shRNA et de la GFP grâce au domaine KRAB (Figure 22) 

(283). En présence de doxycycline (Dox), il se produit une levée d’inhibition du KRAB et 

donc la transcription de la GFP et des shRNA, devient possible. On parle d’interférence 

lentivirale conditionnelle. Le pLVtTRKRAB exprime une protéine de fluorescence dans le 

rouge, la ds-Red. Ainsi, la présence de ce plasmide est vérifiée en cytométrie en flux en 

suivant le niveau d’expression de la ds-Red dans le canal FL-2 du FACS Canto, selon le 

même procédé que pour le pLVTHM. 

7.7) Tri cellulaire 

L’intensité de fluorescence de la GFP et de la ds-Red étant faible aux MOI citées 

précédemment, nous avons eu recours au tri cellulaire. Pour cela, les cellules sont recueillies 

par trypsinisation puis centrifugées pendant 5min à 4° C. Après remise en suspension des 

cellules dans 250 µl de PBS stérile, les CML sont triées sur l’expression de la GFP ou de la 

ds-Red, dans un tube de récolte contenant du milieu de culture, à l’aide d’un trieur FACS 

(Aria, BD) sur une buse de 100 µm de diamètre. Elles sont par la suite remises en culture. 

Après quelques semaines, l’efficacité du tri a été vérifiée par cytométrie en flux.  
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Figure 22 : Modes d'action du contrôle du pLVTHM par le pLVtTRKRAB via 

la doxycycline.  

A : Structure des ARN lentiviraux. Ds-Red: Red Fluorescent Protein, EF-1α: 
Elongation Factor-1α, GFP: Green Fluorescent Protein, IRES: Internal Ribosomal 
Entry Site, LTR: Long Terminal Repeat, SIN: Self Inactivated, TetO: Tet-Operateur, 
WPRE: Woodchuck Post-transcriptional Regulatory Element. B : En l’absence de 
Dox, la protéine de fusion tTR-KRAB se fixe sur l’ADN lentiviral au niveau du Tet-
opérateur via tTR, inhibant ainsi l’activation des promoteurs du pLVTHM EF1α et 
H1. C : En présence de Dox, le domaine tTR de la protéine de fusion tTR-KRAB ne 
peut plus se fixer sur le Tet-opérateur, levant ainsi l’inhibition de KRAB ce qui 
permet l’activation des promoteurs du pLVTHM. Ainsi, la transcription de shRNA et 
de GFP par la cellule devient possible. (D’après wiznerowicz et al., 2003 (283)). 
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8. Immunohistochimie ex vivo 

8.1)  Inclusion 

Cette première étape a été réalisée par le service d’anatomopathologie de l’hôpital Haut-

Lévêque. Les échantillons biopsiques sont fixés dans du formol tamponné à 10% puis inclus 

en paraffine. Les coupes sont réalisées au microtome (4 µm d’épaisseur). 

8.2) Technique de coloration immunohistochimique 

Une étape préalable de déparaffinage est nécessaire (3 bains de toluène de 3 min 

chacun) suivie d’une réhydratation des coupes par passage des sections dans des bains 

d’alcool décroissants (absolu, 95°, 70°) pour terminer dans l’eau. Une étape de démasquage 

antigénique par la chaleur est ensuite réalisée dans un tampon citrate pH 6.0 à la cocotte 

minute pendant 10 min. Ensuite une inhibition des péroxydases endogènes par le sodium 

azide (0,1%, sigma) en présence d’eau oxygénée (0,3%) pendant 30 min est effectuée. Après 

lavage au PBS, la saturation des sites de fixation membranaires non spécifiques est réalisée 

par l’ajout de 10% de BSA (Dako) pendant 30 min. On procède ensuite à la fixation des 

anticorps primaires de souris ou de rat dirigés contre l’α actine musculaire lisse (Sigma) et 

YKL-40 (MedImmune) respectivement. Les anticorps irrelevant de même isotype sont 

également utilisés comme témoins négatifs par une incubation de 30 min à température 

ambiante. Après rinçage, la méthode du complexe avidine-biotine est alors suivie par l’ajout 

d’un anticorps secondaire biotinylé de lapin anti-souris ou anti-rat (Dako) pendant 30 min, 

suivi de la streptavidine-peroxydase biotinylée (Dako) pendant 30 min également. 
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La réaction est révélée par l’ajout d’un chromogène (diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(DAB), Dako) se colorant en brun lors de la présence d’un donneur d’électron (peroxyde 

d’hydrogène), pendant 5 min. Enfin, une contre-coloration à l’Hématoxyline-Meyer permet 

de colorer les noyaux en bleu.  

8.3) Analyse des résultats 

L’intensité du marquage YKL-40 et la surface du muscle lisse ont été évalués à l’aide 

d’un logiciel de reconnaissance de l’image (Quancoul®), basé sur l’analyse des couleurs 

(287). La surface du muscle lisse bronchique a été normalisée à la surface totale du tissu 

correspondant et représentée en pourcentage de surface totale. L’intensité de coloration pour 

chaque anticorps a été exprimée en pourcentage de surface tissulaire positive pour l’anticorps 

anti-YKL-40. 
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1. Étude du rôle de la chitinase YKL-40 dans 

la physiopathologie de l'asthme 

Comme cela a été précisé en amont, l’une des caractéristiques majeures du remodelage 

bronchique dans l'asthme est l’augmentation de la masse du muscle lisse (cf Article N°1). De 

plus, le rôle de la chitinase YKL-40, a récemment été évoqué comme bio marqueur du 

remodelage dans l'asthme. Cependant, l’implication d’YKL-40 dans la physiopathologie du 

remodelage musculaire lisse bronchique restait à élucider. 

Dans cette optique, l'objectif de ce travail a été d'évaluer les effets d'YKL-40 sur les 

CML bronchiques dans l'asthme. Pour cela, nous avons inclus dans notre étude, des patients 

asthmatiques modérés à sévères et des sujets témoins ayant une fonction respiratoire normale.  

Dans un premier temps, l’effet d’YKL-40 sur la prolifération des CML a été étudié. À 

cet égard, YKL-40 augmente le nombre et la synthèse d’ADN des CML en culture. À 

l'inverse, elle n'a pas d'effet sur l'apoptose des CML. Puis, nous avons montré que cette 

chitinase entraine une hypertrophie des CML d’autant plus importante chez l’asthmatique et 

qu’elle augmente l'expression d'une protéine contractile, l'α-actine musculaire lisse. Par 

ailleurs, YKL-40 entraîne la migration des CML en culture. Cependant, chez l'asthmatique 

YKL-40 entraine uniquement un chimiotactisme alors que chez le témoin, la migration est 

dirigée à la fois vers le gradient de concentration et de façon aléatoire (chimiokinésie). Enfin, 

l'expression d'YKL-40 par l'épithélium des patients asthmatiques est positivement corrélée 

avec la masse du muscle lisse bronchique. 
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At a glance commentary: 

Scientific knowledge on the subject: YKL-40 is expressed by asthmatic epithelium and its 

serum concentration was both increased and correlated with sub-epithelial membrane thickness in 

asthma. However, the role of YKL-40 in bronchial smooth muscle remodeling has not been 

explored so far.  

 

What this study adds to the field: YKL-40 is more than a simple biomarker in asthma but can 

be considered as an active player. Indeed, YKL-40 increased bronchial smooth muscle cell 

proliferation, size and migration. Its epithelial expression was positively correlated with bronchial 

smooth muscle mass in asthma. 

 

This article has an online data supplement, which is accessible from this issue's table of content 

online at www.atsjournals.org 
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Abstract    
 
Rationale: Bronchial remodeling, including increased bronchial smooth muscle (BSM) mass 

contributes to bronchial obstruction in asthma. However, its mechanisms are complex and remain 

controversial. Recently, a role of the chitinase 3-like 1 protein (YKL-40) has been evoked in 

asthma. Indeed, YKL-40 concentration was increased in asthmatic serum, and correlated with 

asthma severity and sub-epithelial membrane thickness. Nevertheless, the role of YKL-40 on 

BSM cells remains to be investigated.  

Objectives: We aimed to determine whether YKL-40 altered the physiological properties of 

BSM cells in asthma both in vitro and ex vivo. 

Methods: We enrolled 25 asthmatics and 18 healthy controls. BSM cells were derived from 

bronchial specimens obtained by either fiberoptic bronchoscopy or lobectomy. All in vitro 

experiments were performed on phenotypically confirmed BSM cells below passages 5. We then 

assessed cell proliferation using BrdU and cell count, cell size using flow cytometry, cell 

migration using inserts and phalloidin staining, cell synthesis using ELISA and western blot. We 

also determined the BSM area and the YKL-40 staining ex vivo using immunohistochemistry on 

biopsies from asthmatics and controls. 

Main results: We demonstrated that YKL-40 increased BSM cell proliferation, size and 

migration. The increased cell size and migration was higher in asthmatic BSM cells than that of 

controls. Furthermore, YKL-40 epithelial expression was positively correlated with BSM mass in 

asthma. 

Conclusion: This is the first study indicating that YKL-40 is more than a simple biomarker in 

asthma. YKL-40 altered the physiological properties of BSM cells particularly in asthmatic BSM 

cells. 
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Introduction  

Asthma is a very frequent disease that is characterized by both bronchial inflammation and 

remodeling (1). Bronchial remodeling corresponds to an increased thickening of the bronchial 

wall due to various structural alterations including abnormal epithelium, sub-epithelial membrane 

thickening, alteration in extracellular matrix deposition, mucus gland hypertrophy and increased 

mass of bronchial smooth muscle (BSM) (2). This latter feature has crucial prognostic role in 

asthma since it correlates with the decrease in lung function (3). However, the mechanisms of the 

increased BSM mass are complex and remain controversial (2). For instance, increased 

proliferation of BSM cells (4, 5), increased BSM cell size (6, 7) and/or migration of BSM cells 

(8) have been proposed as potential mechanisms of BSM remodeling in asthma. 

 

The role of the chitinase-like protein YKL-40 in bronchial remodeling has been recently evoked 

since its concentration in the serum of asthmatic patients is both increased and correlated with 

sub-epithelial membrane thickness (9). YKL-40 is secreted by epithelial cells and macrophages 

particularly in severe asthmatics (9). In addition, a single nucleotide polymorphism of CHI3L1, 

the gene encoding YKL-40 protein, also called human cartilage glycoprotein [HCgp-39] or 

chitinase 3-like 1, was associated with both elevated serum YKL-40 levels and asthma (10). 

These findings could argue for either a causative or a sentinel role of YKL-40 in asthma. 

However, there are some lines of evidence suggesting a causative role of YKL-40. Indeed, on the 

one hand, CHI3L1 gene was also associated with both bronchial hyperresponsiveness and 

reduced lung function in asthma (10), two characteristics which have been related to BSM 

remodeling (3, 11). On the other hand, YKL-40 has been shown to induce the proliferation of 

mesenchymal cells such as human chondrocytes, synovial cells, skin or foetal lung fibroblasts 
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(12) as well as the migration and adhesion of vascular smooth muscle cells (13). More recently, 

YKL-40 has been implicated in the initiation and effector phases of Th2 inflammation using 

BRP-39 (i.e. the murine homologue of YKL-40) knockout mice and allergen sensitization (14). 

Nevertheless, with respect to asthma pathophysiology, the effect of YKL-40 on BSM remains 

largely unknown and thus, the aim of the present study was to determine whether YKL-40 alters 

the physiological properties of BSM cells in asthma. For this purpose, we have investigated the 

effects of YKL-40 on cell proliferation, apoptosis, size, migration and synthesis using primary 

cultured BSM cells from asthmatic patients and control subjects. We have also correlated YKL-

40 bronchial expression with BSM mass as a surrogate of bronchial remodeling in asthma. 

 
 
Material and methods  
 
A detailed description of these methods can be found in the online supplement. 

Study populations  

A total of 25 patients with mild to severe persistent asthma, and 18 normal controls were 

prospectively recruited from the “Centre Hospitalier Universitaire (CHU)” of Bordeaux 

according to the Global Initiative for Asthma (15). All subjects gave their written informed 

consent to participate to the study, after the nature of the procedure had been fully explained. The 

study received approval from the local ethics committee. Bronchial specimens from all subjects 

were obtained by either fiberoptic bronchoscopy or lobectomy, as previously described (5).  

 

Cell culture 

Human BSM cells were derived from bronchial specimens as described previously (16, 17). All 

experiments were performed on phenotypically confirmed BSM cells between passages 2 and 5 
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as described previously (5). BSM cells were seeded on 96-well plates for BrdU incorporation, on 

6-well plates for cell counting, immunoblotting and flow cytometry, on chamber slides for 

immunocytochemistry, on 25-cm2 culture flasks for migration study, or on 24-well plates for 

ELISA. BSM cells were serum deprived for 24 h and stimulated with YKL-40 (MedImmune) in a 

time- and/or concentration-dependent manner.  

 

Cell proliferation and apoptosis 

Cell proliferation was evaluated using both BrdU incorporation and cell counting as described 

previously (5). Cell apoptosis was assessed by flow cytometry using FITC-Annexin V kit (BD 

Biosciences). 

 

Cell size  

Cell size was measured by flow cytometry as described previously (18). Briefly, cells were 

stained with propidium iodide and treated with RNase. G0/G1 phase cells were then gated and cell 

size was determined using forward scatter measurement on FACSCanto® (BD Biosciences).  

 

Cell migration 

We assessed cell migration as described previously (19). Briefly, the migration of BSM cells 

against YKL-40 was assayed by using inserts (BD Biosciences) previously coated with collagen 

IA (Sigma-Aldrich). In addition, chemokinesis was differentiated from chemotaxis by placing 

attractants at the same concentrations in the upper and/or lower wells. Actin reorganization was 

assessed using phalloidin as described previously (20).  
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Cell synthesis 

Levels of immunoreactive TGF-β1, IP-10, IL-8 or SCF were assayed in the cell supernatant by 

ELISA according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems).  

Immunoblotting was performed on cell protein extracts (21) using primary antibodies (Abs) 

directed against collagen IA (Santa Cruz), α-smooth muscle actin (α-SMA), or β-actin (both from 

Sigma-Aldrich).  

 

Immunohistochemistry 

Specimens were embedded in paraffin and processed for immunohistochemistry as previously 

described (5). Primary Abs included mouse anti-α-SMA (Sigma-Aldrich), rat anti-YKL-40 

(MedImmune), or appropriate unrelated Ab. The staining intensity of anti-YKL-40 and the area 

of BSM (positive for anti-α-SMA Ab) were automatically assessed by Quancoul® software at a 

magnification of x400 and x100 respectively (20, 22). 

 

Statistical analysis 

The statistical analysis was performed with NCSS 2001® software. Values are presented as the 

mean ± the SEM. Statistical significance was analyzed by paired/unpaired Wilcoxon tests or 

Kruskall-Wallis analysis of variance and z test. Spearman’s coefficient was used to evaluate the 

correlation between YKL-40 staining intensity and BSM area. A p value <0.05 was considered 

statistically significant. 
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Results 
 
Study population 

The clinical characteristics of all subjects are shown in Table 1. All of the 25 asthmatics were 

lifelong nonsmokers and received stable treatments, including oral or inhaled corticosteroids and 

β2 agonists. None of the asthmatic patients experienced a recent (< 3 mo) exacerbation of the 

disease. The mean duration of the disease in asthmatic patients was 29 ± 3.7 yr. Of the 18 control 

subjects who received no treatment, 8 of them were lifelong nonsmokers, whereas 10 were 

former smokers. As compared to asthmatics, control subjects were not different in terms of age, 

BMI and FEV-1. 

 

YKL-40 induced BSM cell proliferation 

YKL-40 increased the number of BSM cells obtained from control individuals in a time-

dependent manner (Figure 1A). This effect was not related to a decreased in cell apoptosis (See 

Figure E1 in the online data supplement), but to an increased DNA synthesis (Figure 1B). DNA 

synthesis started at 24 h and preceded the increased cell number which occurred at 48 h. YKL-

40-induced BSM cell proliferation also occurred in a concentration-dependent manner with a 

maximal effect for the concentration of 300 ng/ml (Figure 1C). Such an effect was similar to that 

induced by an optimal concentration of platelet-derived growth factor (PDGF) (Figure 1C). YKL-

40 also increased DNA synthesis in asthmatic BSM cells (Figure 1D) and this effect was 

quantitatively similar to that of non asthmatic BSM cells. 

 

 

 



 9 

YKL-40 induced BSM cell hypertrophy 

We used flow cytometry to assess the cell size of non proliferating cells (Figure 2A). YKL-40 

significantly increased BSM cell size from controls after 48 h stimulation (Figure 2B-C). Such an 

effect was similar to that induced by both an optimal time and concentration of endothelin 1 (ET-

1) (Figure 2C). Whereas ET-1-induced cell hypertrophy was similar in asthmatic and non 

asthmatic BSM cells, YKL-40-induced cell hypertrophy was significantly larger in asthmatic 

BSM cells (Figure 2C). YKL-40 also increased α-SMA content in BSM cells from both controls 

and asthmatics (Figure 2D-F) unlike ET-1 whose effects on α-SMA were restricted to non 

asthmatic BSM cells only (data not shown). However, YKL-40 did not alter collagen I 

production (See Figure E2). Moreover, BSM cell hypertrophy did not seem to be related to an 

autocrin production of TGF-β1 (See Figure E3). 

 

YKL-40 induced BSM cell migration 

We then assessed cell migration up to 24 h incubation. YKL-40 significantly increased the 

migration of control BSM cells with a maximal effect occurring after 24 h (Figure 3A). This 

effect was similar to that induced by an optimal time and concentration of PDGF (Figure 3B).   

However, the effect induced by YKL-40 was significantly larger in asthmatic than in control 

BSM cells whereas that induced by PDGF was similar in both types of cells (Figure 3B). In 

addition, the migration induced by YKL-40 was indeed related to chemotaxis and not 

chemokinesis in asthmatic BSM cells, whereas both chemotaxis and chemokinesis were observed 

in control BSM cells (Figure 3C). We then analyzed the effect of YKL-40 on BSM cytoskeleton 

reorganization and cell shape changes using flow cytometry and confocal microscopy. YKL-40 

significantly increased F-actin content in both control and asthmatic BSM cells (Figure 3D). 
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YKL-40 also promoted the development of pseudopods associated with an intense fluorescence 

(Figure 3E).  

Furthermore, YKL-40 did not alter the production of various cytokines known to induce BSM 

chemotaxis such as IL-8, IP-10 and SCF in control as well as in asthmatic BSM cells (See Figure 

E4). 

 

YKL-40 expression was correlated with BSM mass in asthma 

Finally, we assessed the expression of YKL-40 in bronchial biopsies from moderate to severe 

asthmatics using immunohistochemistry. Whereas YKL-40 was not expressed by BSM, it was 

expressed by asthmatic epithelial cells, although at various intensities (Figure 4A-B). In this 

connection, YKL-40 epithelial expression was higher in severe asthmatics (2.47 ± 0.40, n = 10) 

as compared to both non severe asthmatics (0.92 ± 0.14, n = 5) and control subjects (0.98 ± 0.27, 

n = 10, p = 0.001, Kruskall-Wallis analysis of variance and z test). More interestingly, with 

respect to bronchial remodeling, YKL-40 epithelial expression was significantly correlated with 

the BSM mass in asthmatics (Spearman r = 0.72, p = 0.002, Figure 4C).  

 

 
Discussion 
 
In this study, we have demonstrated for the first time that YKL-40 increased BSM cell 

proliferation, size and migration, and that its epithelial expression is positively correlated with 

BSM mass in asthma. 

 

These results indicate that YKL-40 is more than a simple biomarker in asthma but can be 

considered as an active player, at least for BSM remodeling in asthma. In the present 
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experiments, the optimal concentration of YKL-40 was 300 ng/ml for whatever effect, such as 

increasing cell proliferation, cell size and cell migration. Such a concentration is in agreement 

with what has been measured in the serum of asthmatics (9), particularly during exacerbation 

(23). YKL-40 has been shown to be secreted by both bronchial macrophages and epithelium 

particularly in severe asthmatics (9) and allergen-sensitized mice (14). Whereas we confirm these 

findings, at least for epithelial cells we also demonstrate that YKL-40 is not secreted by the BSM 

ex vivo. Moreover, since the epithelial YKL-40 expression was correlated with the BSM mass, it 

may be suggested that the BSM layer is a target for YKL-40. Incidentally, the present YKL-40 

epithelial staining intensity appears lower than that of the Chupp et al. study even in severe 

asthma (9). However, it is noteworthy that we used a rat primary Ab suitable for paraffin-

embedded sections whereas, Chupp et al. performed their study using a rabbit Ab on frozen 

sections. 

 

Regarding BSM cell proliferation, the effect induced by YKL-40 was quantitatively similar to 

that induced by PDGF which is one of  the most potent proliferating growth factor (24). It is now 

well accepted that BSM cell proliferation in response to foetal calf serum is increased in asthma 

as compared to both controls and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients (4, 5, 

25, 26). To the best of our knowledge, asthmatic BSM cell proliferation in response to alternative 

agonists had never been studied in response to other agonists. In our study, the increased 

proliferation of BSM cells induced by YKL-40 was similar in controls and asthmatics. Similar 

findings have been obtained using PDGF (data not shown).  

 

We also analyzed the effect of YKL-40 on cell size and compared its effect to that induced by 

another widely studied agonist i.e. ET-1. We paid a special attention to limit cell size analysis to 
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non proliferating cells as described previously (27). Both YKL-40 and ET-1 increased BSM cell 

size from controls at the same level. More interestingly, the effect induced by YKL-40 was 

enhanced in BSM cells from asthmatic subjects, whereas that induced by ET-1 was unchanged. 

The mechanism of this enhanced effect of YKL-40 in asthmatic BSM cells has not been explored 

so far, but definitely requires further studies. Anyhow, this is the first report regarding agonist-

induced alteration in BSM cell size in asthmatic samples.  

 

To date, few studies have evaluated the migration of non asthmatic BSM cells (2). Here we 

demonstrate that, YKL-40 increases the migration of BSM cells, to amplitude similar to that of 

PDGF. It was the first time that BSM migration was compared between asthmatic and non 

asthmatic cells. Moreover, the YKL-40 induced effect was amplified in asthmatic BSM cells, 

whereas that of PDGF was unchanged. These findings suggest that YKL-40 is more potent in 

asthma. In addition, the mechanism appears to be different in asthmatic and non asthmatic BSM 

cells. Indeed, in asthmatic BSM cells, the effect of YKL-40 is likely to be restricted to 

chemotaxis. Thus, because of such difference it seems important to specifically use asthmatic 

BSM cells when evaluating new agonists or testing the efficacy of new drugs (2). 

 

The mechanism by which YKL-40 mediates its biological effects remains largely unknown. 

YKL-40 binds chitin but lacks chitinase activity (28). However, mammals including human do 

not produce chitin (28). Chitin, a polymer of N-acetylglucosamine, is the second most abundant 

polysaccharide in nature. It is found in the exoskeleton of crustaceans and insects, the walls of 

fungi, and the microfilarial sheath of parasitic nematodes (28). Anyway, a role for YKL-40 has 

been suggested in inflammation and tissue remodeling particularly in asthma (9), but also in 

rheumatoid arthritis, osteoarthritis, breast or lung cancer, and hepatic fibrosis (28). In this study, 
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we demonstrate that YKL-40 alters various physiological properties of BSM cells. However, the 

receptor of YKL-40 has not been identified. Amongst several hypothesis, exogenous chitinase, 

such as S. griseus, has been shown to activate the subtype 2 of protease activating receptor (PAR-

2) within bronchial epithelial cells (29). Although PAR-2 would represent an attractive target 

since it has already been implicated in asthma pathophysiology, further studies are required to 

precisely identify cell mechanisms of YKL-40-induced effects on BSM cells. 
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Legends for illustrations 

Figure 1. YKL-40 induced BSM cell proliferation 

BSM cell proliferation was measured using cell counting (A), in the absence (white triangles) or 

in the presence (white circles) of 300 ng/ml YKL-40. DNA synthesis was measured using BrdU 

incorporation, (B) in a time dependent manner using YKL-40 at 300 ng/ml, or (C) in a 

concentration dependant manner, and (D) in BSM cells from both controls and asthmatics. BSM 

cells were obtained from control subjects (white symbols and columns; n = 6) or asthmatics 

(black columns; n = 5). PDGF at the concentration of 10 ng/ml (gray column) was used as a 

positive control. Data are the mean ± SEM. *, p < 0.05 versus unstimulated condition within a 

population using paired Wilcoxon tests. 

 

Figure 2. YKL-40 induced BSM cell hypertrophy 

BSM cell size was assessed using flow cytometry. (A) A representative dot plot of propidium 

iodide weight (PI-W) against propidium iodide area (PI-A) illustrates how G0/G1 BSM cells are 

gated. (B) A representative histogram illustrates the distribution of forward scatter (FSC) within 

unstimulated (gray line) or YKL-40-stimulated (black line) asthmatic BSM cells. (C) The mean 

percentage increase in FSC was calculated in the presence of YKL-40 (300 ng/ml) or ET-1 (10 

nM) as compared to unstimulated cells. (D) α-smooth muscle actin (SMA) content was assessed 

using western blot and normalized by β-actin content in unstimulated (unS) or YKL-40 

stimulated BSM cells. BSM cells were obtained from control subjects (white columns, n = 5 (C) 

or n = 7 (D)) or asthmatics (black columns, n = 6 (C-D)). Data are the mean ± SEM. *, p < 0.05 

versus unstimulated condition within a population using paired Wilcoxon tests. #, p < 0.05 

between asthmatic and control populations using unpaired Wilcoxon tests. (E-F) α-SMA content 
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was visualized (green) by confocal microscopy (nuclei stained in blue), in control (E) and 

asthmatic (F) representative BSM cells, either unstimulated (unS) or stimulated with YKL-40. 

Bars represent 40 µm. 

 

Figure 3. YKL-40 induced BSM cell migration 

Control BSM cell migration was measured using inserts, in a time-dependent manner (A), in the 

absence (white triangles) or in the presence (white circles) of 300 ng/ml YKL-40 (n = 4). BSM 

cell migration was also assessed after 24 h (B-C) in control subjects (white columns, n = 6) and 

in asthmatics (black columns, n = 6) in the absence (unS) or in the presence of YKL-40. PDGF 

was used as a positive control. Bars represent the average number of migrated cells per mm2. 

Chemokinesis and chemotaxis were evaluated by placing YKL-40 in the upper and/or in the 

lower wells, (C)). Data are the mean ± SEM. *, p < 0.05 versus unstimulated condition within a 

population using paired Wilcoxon tests. #, p < 0.05 between asthmatic and control populations 

using unpaired Wilcoxon tests. (D) Phalloidin-FITC content was quantified by FACS in control 

(white symbols) or asthmatic (black symbols) BSM cells cultured in the absence (triangles) or in 

the presence of 300 ng/ml YKL-40 (circles). (E-F) Phalloidin-FITC content was visualized by 

confocal microscopy, in asthmatic BSM cells unstimulated (E) or stimulated with YKL-40 (F).  

Arrows represent pseudopods. Bars represent 50 µm. 

 

Figure 4. Epithelial YKL-40 expression is positively correlated with BSM mass 

(A-B) Optic microscopic views of representative specimen, obtained from a moderate (A) and a 

severe (B) asthmatic. Sections were stained in brown with anti-human YKL-40 (original 

magnification: x400, scale bars = 50 µm). (C) Correlation between YKL-40 epithelial expression 
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and BSM area in asthmatic subjects (n = 15). The r represents the Spearman correlation 

coefficient. 

 

 



 22 

Table 1. Clinical and functional characteristics of subjects  

Characteristics
Patients with 

asthma Controls

No. of patients 25 18

Age

    Year 42.5 ± 3.6 52.3 ± 4.0

    Range [20-73] [18-72]

BMI (kg/m2) 26.3 ± 1.5 27.0 ± 1.5

Treatments

    LABA (no. of patients) 15 0

    ICS (no. of patients) 20 0

    OCS (no. of patients) 4 0

FEV1

    Liters 2.5 ± 0.2 2.7 ± 0.1

    % of predicted value 84.0 ± 4.0 94.8 ± 4.8

FEV1: FVC ratio (% FVC) 72.0 ± 2.3 76.2 ± 2.5

FEF 25-75

    Liters per second 2.3 ± 0.3 2.7 ± 0.3

    % of predicted value 57.2 ± 6.0 76.2 ± 7.9

Data are mean ± SEM. BMI: body mass index. LABA: long-actingβ2 agonist.ICS:

inhaled corticosteroid. OCS: oral corticosteroid. FEV1: forced expiratory volume inone

second. FVC: forced vital capacity. FEF 25-75: forced expiratory flow between 25and

75% of FVC.
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Figure 2 
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Online Data Supplements 

Role of YKL-40 in bronchial smooth muscle remodeling in asthma 

 

Imane Bara, Annaig Ozier, Pierre-Olivier Girodet, Hugues Begueret, Roland Kolbeck, Anthony 

Coyle, Jose-Manuel Tunon de Lara, Roger Marthan, and Patrick Berger 

 

Supplemental material and methods 

Study populations  

A total of 25 patients with mild to severe persistent asthma, and 18 normal controls were 

prospectively recruited from the “Centre Hospitalier Universitaire (CHU)” of Bordeaux 

according to the Global Initiative for Asthma (E1). All subjects gave their written informed 

consent to participate in the study, after the nature of the procedure had been fully explained. The 

study followed recommendations outlined in the Helsinki Declaration and received approval from 

the local ethics committee. Bronchial specimens from all subjects were obtained by either 

fiberoptic bronchoscopy or lobectomy, as previously described (E2).  

 

Cell culture 

Human bronchial smooth muscle (BSM) cells were derived from bronchial specimens as 

described previously (E3, E4). Cells were cultured and maintained in DMEM (Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France) containing 10% (v/v) FCS (Invitrogen) and 4.5 g/L glucose, supplemented with 

2 mM l-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, and 0.25 mg/ml amphotericine 

B (antimycotic/antibiotic solution; all from Invitrogen), 1 mM sodium pyruvate, and 1% (vol/vol) 

nonessential amino acid mixture (both from Sigma-Aldrich, Saint Quentin-Fallavier, France). 
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The medium was changed every 48–72 h. After 6–8 wk, confluent cells were rinsed twice with 

HBSS and passaged with trypsin-EDTA (both from Invitrogen). To assess purity of the cells, an 

immunofluorescence technique was performed using both immunocytochemistry and flow 

cytometry. Cells of varying passage number were growth arrested by incubating the cells with 

serum-free DMEM for 48 h. 

 

For immunocytochemistry, cells were rinsed twice in PBS and fixed with cold methanol for 20 

min. Nonspecific staining was blocked using PBS containing 3% Bovine Serum Albumin (BSA, 

Sigma-Aldrich) for 30 min. Monoclonal antibodies (Abs) diluted in PBS with 1% BSA, including 

anti–α-smooth muscle actin (α-SMA), anti–smooth muscle myosin and anti-cytokeratin 18 (all 

from Sigma-Aldrich) were incubated for 1 h. Control slides were treated similarly, using an 

unrelated Ab (mouse IgG; Sigma-Aldrich). After rinsing with PBS containing 0.05% Tween20 

(Sigma-Aldrich), the cells were incubated for 1 h with FITC-conjugated anti–mouse IgG Ab 

(Dako, Trappes, France). Slides were mounted with a drop of fluorescent mounting medium 

(Dako) and observed under a fluorescence microscope (Nikon, Paris, France).  

 

For flow cytometry, cells were harvested, fixed and permeabilized in 4% paraformaldehyde, 

0.1% saponin (Sigma-Aldrich) for 15 min on ice. Cells were then labelled with either mouse 

monoclonal α-SMA Ab indirectly labelled with a FITC-conjugated secondary Ab or a rabbit 

monoclonal anti-calponin Ab indirectly labelled with phycoerythrin-conjugated secondary Ab. 

Fluorescence intensity was compared with appropriate isotype control Ab. Analysis was 

performed using a double colour flow cytometry on a FACSCanto® (BD Biosciences, Pont de 

Claix, France). 
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Depending on the experiments, cells with a confirmed BSM phenotype were seeded on 

coverslips, chamber slides, 75-cm2 culture flasks, and 6-, 12-, or 96-well plates. Only cells at 

passage 2 to 5 were used for this study. 

 

Cell proliferation 

Cell proliferation was evaluated using both BrdU incorporation and cell counting as described 

previously (E2). Regarding BrdU, BSM cells were growth-arrested as described above in 96-well 

plates for 24 h and stimulated with 10% FCS, platelet-derived growth factor (PDGF) or 0 to 300 

ng/ml YKL-40 for 24 to 48 h. Control BSM cells remained in serum-deprived DMEM. DNA 

synthesis was measured using the BrdU kit according to the manufacturer’s instructions (Roche 

Diagnostics, Meylan, France). Briefly, BSM cells were incubated with 10 µM BrdU for 24 h at 

37°C. Cells were fixed and denaturized for 30 min at room temperature and incubated with the 

anti-BrdU Ab for 2 h at room temperature. Absorbance was measured at 370 nm in a microplate 

reader in triplicate. Results were expressed as a normalized ratio of BrdU incorporation, i.e. 

absorbance for test condition divided by absorbance for control serum-deprived condition. 

Regarding cell counting, 2.104 BSM cells were seeded in 6-well plates. After 72 h, growth was 

arrested for 24 h as described above. BSM cells were then challenged with 300 ng/ml of YKL-40 

for 0 to 48 h. BSM cells were then harvested and counted. Results were expressed as absolute cell 

number. 

 

Cell apoptosis  

Cell apoptosis was assessed by flow cytometry (FACSCanto®) using FITC-Annexin V kit (BD 

Biosciences). Briefly, cells were collected and stained with FITC-Annexin V and propidium 
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iodide for 15 min. Results were expressed as the percentage of FITC-Annexin V positive cells 

and Propidium iodide negative cells (early apoptotic cells) and FITC-Annexin V (apoptotic cells). 

 

Cell size  

Cell size was measured by flow cytometry as described previously (E5). Briefly, cells were 

stained with propidium iodide and treated with RNase. G0/G1 phase cells were then gated and cell 

size was determined using forward scatter measurement on FACSCanto®.  

 

Both immunoblotting and immunocytochemistry were also performed to determine if YKL-40 

altered α-SMA expression. After 48 h challenge with 300 ng/ml YKL-40, BSM cells were rinsed 

in PBS, and immunoblotting was performed on cell protein extracts as described previously (E6). 

Whole lysates from BSM cells were collected using 1% Triton X-100 lysis buffer in the presence 

of 2 mM Na orthovanadate,1 mM EDTA, 50 µg/ml aprotinin, 100 µM leupeptin, 1 mM 1.4 

Dithio-DL-Treitol, and 1 mM amino-ethyl-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (all from 

Sigma-Aldrich). Cellular extracts were reduced with mercaptoethanol, subjected to 

electrophoresis on a 10% acrylamide reducing gel, and transferred to PVDF membranes 

(Immobilon TM-P; Millipore, Molsheim, France). The immunoblots were then developed using 

mouse anti–human α-actin (Sigma-Aldrich) and, after stripping, mouse anti–human β-actin 

(Sigma-Aldrich) for 14 h at 4°C. For amplification, biotinylated goat secondary Ab anti–mouse 

IgG (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France) for 2 h at room temperature and a 

streptavidin-biotinylated horseradish peroxidase complex (Dako) were used. Immunoblots were 

revealed by enhanced chemiluminescence (Uptima, Montluçon, France). Blot images were 

acquired using BioCaptMW (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France), and band densities were 

quantified using ImageJ® software. 
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After 48 h challenge with 300 ng/ml YKL-40, BSM cells were rinsed in PBS, fixed in cold 

methanol and then processed as described above using mouse anti–human α-SMA (Sigma-

Aldrich) or isotype control Ab. Confocal differential interference-contrast images were obtained 

using a Fluoview laser scanning microscope (Nikon) and x60 oil immersion objective. Z-series 

sections were recorded in successive z-axis serial sections at 0.5-µm intervals and were 

composed of optical sections in the x-y optical plane. Sections were reconstituted in three-

dimensional (3D) images using Imaris® software (Bitplane, Zurich, Switzerland). 

 

Cell migration 

We assessed cell migration as described previously (E7). Briefly, the migration of BSM cells 

against YKL-40 was assayed by using inserts (BD Biosciences), previously coated with collagen 

IA (Sigma-Aldrich). In addition, chemokinesis was differentiated from chemotaxis by placing 

attractants at the same concentrations in the upper and/or lower wells. Actin reorganization was 

assessed using phalloidin-FITC as described previously (E8). Following 15 min to 3 h incubation 

with YKL-40, BSM cells were harvested and then fixed in paraformaldehyde 4% for 20 min and 

permeabilized with 0.1% saponin (Sigma-Aldrich) for another 30 min. The cells were then 

stained with phalloidin-FITC (Sigma-Aldrich) for 45 min at room temperature, and analyzed by 

FACS. Similar phalloidin-FITC experiments were performed using adherent BSM cells and 

confocal microscopy (E8). 

 

Cell synthesis 

Levels of immunoreactive transforming growth factor-β1 (TGF-β1), IFN-inducible protein-10 

(IP-10), interleukin-8 (IL-8) or stem cell factor (SCF) were assayed in the cell supernatant by 

ELISA according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems, Abingdon Oxon, UK).  
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As described above, immunoblotting was also performed on cell protein extracts using primary 

Abs directed against human collagen IA (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), or β-actin 

(Sigma-Aldrich).  

 

Immunohistochemistry 

Specimens were embedded in paraffin and processed for immunohistochemistry as previously 

described (E2). After deparaffinization, rehydratation through graded alcohols, and heated 

antigen retrieval, endogenous peroxidase was inhibited using a solution of 0.1% sodium azide 

and 0.3% hydrogen peroxide for 30 min, followed by two rinses in PBS (Invitrogen). Nonspecific 

staining was blocked using 10% BSA (Dako) for 30 min. Primary Abs included mouse anti-α-

SMA (Sigma-Aldrich), rat anti-YKL-40 (MedImmune, Gaithersburg, MD), or appropriate 

unrelated Ab and were incubated for 30 min. After rinsing in PBS, biotinylated rabbit anti–mouse 

F(ab’)2 or anti-rat IgG (Dako) was applied to the sections for 30 min, followed by the 

streptavidin-biotinylated horseradish peroxidase complex (Dako) for an additional 30 min. After 

rinsing in PBS, 1 mg/ml 3,39-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Dako), plus 0.02% hydrogen 

peroxide for 5 min, were used as substrate to develop a peroxide-dependent brown color reaction 

at room temperature. Finally, the sections were rinsed and counterstained with Mayer’s 

hematoxylin. 

 

There was assessable BSM in the bronchial specimens from 15 asthmatics, and 10 controls. The 

staining intensity of anti-YKL-40 and the area of BSM (positive for anti-α-SMA Ab) were 

automatically assessed by Quancoul® software at a magnification of x400 and x100 respectively 

(E8, E9). This BSM area was normalized by the whole area of the corresponding tissues and 
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presented as percentages of whole area. Staining intensity was expressed as percentage of a tissue 

area positive for an Ab. 

 

Statistical analysis 

The statistical analysis was performed with NCSS software (NCSS 2001®; NCSS Statistical 

software, Kaysville, Utah). Values are presented as the mean ± the SEM. Statistical significance 

was analyzed by paired/unpaired Wilcoxon tests or Kruskall-Wallis analysis of variance and z 

test. Spearman’s coefficient was used to evaluate the correlation between YKL-40 staining 

intensity and BSM area. A p value <0.05 was considered statistically significant. 
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Legends for supplemental figures 

 

Figure E1. YKL-40 has no effect on BSM cell apoptosis 

Cell apoptosis was assessed by flow cytometry using FITC-Annexin V against propidium iodide 

staining. BSM cells were obtained from control subjects (white columns, n = 4) or asthmatics 

(black columns, n = 4). (A) The early apoptosis was determined using the percentage of both 

Annexin V-positive and propidium iodide negative cells. (B) Total apoptosis was determined 

using the percentage of Annexin V-positive cells. Data are the mean ± SEM. (p values were not 

statistically significant). 

 

Figure E2. YKL-40 has no effect on collagen I content 

Collagen I content was assessed using western blot in unstimulated (unS) or YKL-40-stimulated 

BSM cells. BSM cells were obtained from control subjects (white columns; n = 5) or asthmatics 

(black columns; n = 5). Data are the mean ± SEM. (p values were not statistically significant). 

 

Figure E3. YKL-40 has no effect on TGF-β1 release 

Levels of TGF-β1 were assessed by ELISA, in unstimulated (unS) or YKL-40-stimulated BSM 

cells. TNF-α was used as positive control. BSM cells were obtained from control subjects (white 

columns; n = 5) or asthmatics (black columns; n = 5). Data are the mean ± SEM. *, p < 0.05 

versus unstimulated condition within a population using paired Wilcoxon t tests. 

 

 

 



 10 

Figure E4. YKL-40 has no effect on IL-8, IP-10 and SCF release 

Levels of IL-8 (A), IP-10 (B) or SCF (C) were assessed by ELISA, in unstimulated (unS) or 

YKL-40-stimulated BSM cells. TNF-α was used as positive control. BSM cells were obtained 

from control subjects (white columns; n = 5) or asthmatics (black columns; n = 4). Data are the 

mean ± SEM. *, p < 0.05 versus unstimulated condition within a population using paired 

Wilcoxon tests. #, p < 0.05 between asthmatic and control populations using unpaired Wilcoxon 

tests. 
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Figure E2 
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Figure E3 
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Figure E4 
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Au total, ce travail a permis d'établir qu'YKL-40 est plus qu'un simple bio marqueur 

dans l'asthme. En effet, YKL-40 altère les propriétés physiologiques de la CML et semble 

jouer un rôle dans le remodelage musculaire lisse bronchique. D'autre part, cette étude a 

permis de montrer qu’YKL-40 n'est pas secrétée par le muscle lisse ex vivo mais par 

l'épithélium de patients sévères notamment. La surexpression d'YKL-40 au niveau de 

l'épithélium est corrélée avec l'excès de muscle lisse bronchique. Ces résultats suggèrent alors 

que le muscle lisse est une cible d'YKL-40 qui, en altérant ses propriétés physiologiques, 

participerait au remodelage bronchique dans l’asthme. 

Cependant, le mécanisme par lequel YKL-40 entraîne ces effets sur le muscle lisse n'est 

pas connu à ce jour. En revanche, il a été montré qu’YKL-40 augmentait la prolifération des 

chondrocytes via une voie de signalisation impliquant ERK 1/2 et AKT (256). Il existe de 

plus dans la littérature des arguments en faveur de l'implication du récepteur PAR-2. En effet, 

une étude récente a démontré qu'une chitinase exogène provenant de la bactérie Streptomyces 

griseus, retrouvée dans l’air humide d’intérieur et dans la poussière, pouvait induire des 

signaux calciques ainsi qu’une augmentation de l’IL-8 dans les cellules épithéliales 

bronchiques en activant le PAR-2 (288). En fait, l’implication d’allergènes provenant 

d’acariens, de poussière, de bactéries ou de virus, dans l’altération de la fonction épithéliale 

dans l’asthme a largement été étudiée (289,290). D’une part, des chitinases exogènes comme 

Der farinae (f) 18, Der p 15 et Der p 18 provenant d’acariens ont une activité allergénique 

chez l’homme (291,292). D'autre part, des études ont démontré que le PAR-2 de l’épithélium 

bronchique pouvait être activé par des protéases dérivées d’allergènes de poussière comme 

Der p3 et p9 (184,185) ou par des extraits de blattes germaniques (293). Plus récemment, il a 

été démontré que des protéases, provenant de la blatte germanique, provoquaient une 
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inflammation bronchique via le PAR-2 (294). Or, des chitinases sont retrouvées dans les 

insectes comme les blattes (295,296), ce qui suggère que les protéases provenant des 

allergènes dérivés d’insectes et activant le PAR-2 pourraient être des chitinases. L’activité 

chitinolytique de ces protéases reste néanmoins à évaluer. 

Cependant, nous ignorons à ce jour si l’effet d’YKL-40 sur la CML implique le PAR-2. 

La suite de mes travaux de thèse s’est donc orientée sur l’étude du récepteur PAR-2 dans les 

CML d’asthmatiques.  
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2. Effets de la stimulation chronique du 

récepteur PAR-2 sur les CML bronchiques 

humaines 

Nous avons vu que l'infiltration mastocytaire du muscle lisse bronchique ou myosite 

mastocytaire (42) est une caractéristique majeure de l'asthme (167). Elle fait intervenir une 

boucle d’auto-activation positive entre la CML et le mastocyte (37,42). La présence d'une 

dégranulation mastocytaire au sein même du muscle lisse (154), conforte le principe d’une 

stimulation chronique de la CML in vivo par les médiateurs mastocytaires. La tryptase est le 

produit de sécrétion majoritairement libéré lors de la dégranulation mastocytaire (cf chapitre 

I.1.2.b) et le PAR-2 est sa cible prioritaire dans le muscle lisse (269) (cf chapitre I.2.2.c). 

Cependant, l'implication potentielle du PAR-2 musculaire lisse dans le remodelage 

bronchique in vitro et in vivo n'est pas encore élucidée. D'une part, les CML d'asthmatiques 

sont caractérisées par un excès de prolifération (119,165) dû à un excès de biogenèse 

mitochondriale (297) et d'autre part, la stimulation aiguë du PAR-2 par le peptide SLIGKV, 

augmente la prolifération des CML provenant de sujets témoins (62). Le niveau d’expression 

du PAR-2 dans les CML d’asthmatiques n’est pas connu à ce jour. Nous ne disposons pas non 

plus, d'argument direct pour affirmer l'implication du PAR-2 dans l'excès de prolifération 

observé chez l'asthmatique. Les objectifs de ce deuxième travail ont donc été, dans un premier 

temps, d'évaluer l'expression du PAR-2 dans les CML d'asthmatiques et ensuite, d'étudier les 

effets d'une stimulation chronique du PAR-2, sur l'expression du PAR-2 lui-même et la 
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prolifération des CML. 

2.1) Expression du PAR-2 dans les CML d'asthmatiques 

Les CML provenant de patients asthmatiques modérés présentent une augmentation de 

l'expression protéique du PAR-2, par rapport aux CML de sujets témoins (figures 23 A et B). 

Cette augmentation concerne à la fois le PAR-2 total mesuré par western blot (Figure 23 A), 

et le PAR-2 membranaire mesuré par cytométrie en flux (Figure 23 B). De plus, il existe chez 

l’asthmatique une corrélation négative entre l'expression du PAR-2 membranaire et le VEMS 

de ces patients (Figure 23 C). Au niveau transcriptionnel, on observe également une 

augmentation de l'expression de l'ARNm du PAR-2 chez l’asthmatique en RT-PCR 

quantitative (Figure 23 D).  

Une telle surexpression du PAR-2 dans le muscle lisse de l’asthmatique avait été 

évoquée dans des CML provenant de sujets témoins, lors de la stimulation par l'Il-1β, une 

cytokine pro-inflammatoire (298). Dans notre étude, les CML sont cultivées pendant plusieurs 

semaines, suggérant que l’augmentation de l’expression du PAR-2 soit persiste in vitro et 

reflète une caractéristique intrinsèque de la CML dans l’asthme, soit est un artéfact de culture 

des CML in vitro. Dans un travail précédent, il a été démontré que le PAR-2 était surexprimé 

dans l'épithélium de patients asthmatiques non sévères mais les auteurs ne retrouvaient pas 

d’augmentation dans le muscle lisse (299). Ces résultats négatifs pourraient refléter des 

stimulations protéasiques chroniques du PAR-2 in vivo car d’une part, l’anticorps utilisé était 

dirigé contre la chaine N-terminale extracellulaire du PAR-2 et, d’autre part, le niveau de 

contrôle des malades n’était pas précisé avec environ la moitié des malades sans corticoïdes 
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inhalés.  

 

Figure 23 : Expression du PAR-2 dans les CML bronchiques.  

Les CML sont issues de patients témoins (barres blanches) ou asthmatiques (barres 
noires). A : Quantification de l'expression du PAR-2 total par Western Blot. Les 
résultats sont analysés en ratio d'intensité de bande par rapport à la β-actine et 
exprimés en moyenne ±  SEM. B : Intensité de fluorescence du PAR-2 normalisée par 
celle de l'irrelevant en cytométrie en flux. Les CML sont marquées avec un anticorps 
primaire anti-PAR-2 et révélées avec un anticorps secondaire couplé APC. C : 
Corrélation négative entre l'expression du PAR-2 membranaire en cytométrie en flux, 
et le VEMS. D : Quantification de l'ARNm du PAR-2 en fonction de trois gènes 
domestiques (YWHAZ, PO et HPRT-1). Les résultats sont analysés pa la méthode 
GeNorm. * représente une différence significative entre les deux populations (n = 7). 
r représente le coefficient de spearman.  
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Des expérimentations d’IHC seront réalisées prochainement afin de rechercher une 

augmentation d’expression du PAR-2 ex vivo dans le muscle lisse de patients asthmatiques 

contrôlés depuis plusieurs semaines et de sévérités différentes. L’expression du PAR-2 

pourrait en effet représenter un marqueur in vitro de la sévérité des asthmatiques comme en 

témoigne la corrélation négative avec le VEMS. 

La possible implication de la stimulation chronique du PAR-2 sur la surexpression du 

PAR-2 dans les CML d'asthmatiques a donc été évaluée. 

2.2) Effet de la stimulation chronique du PAR-2 sur 

l’expression du PAR-2 

Dans un premier temps, nous avons stimulé le PAR-2 des CML avec une seule 

incubation à différentes concentrations allant de 1 à 100 µM pour le SLIGKV ou de 1 à 100 

nM pour la trypsine. Puis nous avons observé l’expression du PAR-2 des CML en cytométrie 

en flux après 24, 48 et 72h (Figure 24).  

Ces résultats montrent l’absence de modification de l’expression du PAR-2 de surface 

après une seule stimulation au SLIGKV quelle que soit la concentration (Figure 24 A). En 

revanche, la plus forte concentration de trypsine diminue l’expression du PAR-2 membranaire 

dès la 24ème heure (Figure 24 B). Cependant, la trypsine n’est pas un activateur sélectif du 

PAR-2, car elle peut activer d'autres récepteurs PAR notamment le PAR-1 et PAR-4 (189). 

Elle constitue tout de même un activateur puissant du PAR-2 (173,300) même si, à fortes 

concentrations, la trypsine peut, comme la tryptase, cliver le récepteur au niveau de sites non 
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actifs pouvant être à l'origine d'une dégradation extracellulaire du récepteur (301,302). 

 

Figure 24 : Effet de la stimulation aiguë du PAR-2 sur son expression en 

cytométrie en flux.  

Les CML, issues de patients témoins, sont stimulées avec des concentrations 
croissantes de SLIGV (A) ou de trypsine (B) à 24, 48 et 72h. L'intensité médiane de 
fluorescence du PAR-2 est évaluée par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés 
en moyenne ±  SEM (n = 4). * représente une différence significative pour chaque 
durée d'incubation. 

La diminution de l'expression du PAR-2 des CML stimulées par la trypsine pourrait 

aussi être la conséquence d'une forte activation du récepteur et donc son internalisation. 

Cependant, des résultats préliminaires montrent la diminution de l’expression du PAR-2 total 

à 72h de stimulation aux mêmes concentrations de trypsine, suggérant une dégradation du 

récepteur (résultats non présentés). 

Toutefois, ce protocole ne reproduit pas les stimulations itératives du PAR-2 telles 

qu’elles surviennent chez l’asthmatique. Pour cela, nous avons stimulé le PAR-2 des CML au 

SLIGKV tous les jours pendant trois jours et nous avons étudié l’expression du PAR-2 48 h 

après la dernière stimulation (Figure 25). Le peptide inverse, VKGILS et l’histamine ont été 
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utilisés comme contrôles négatifs.  
In

te
ns

ité
m

éd
ia

ne
 d

e 
flu

or
es

ce
nc

e
du

 P
A

R
-2

  n
or

m
al

is
ée

 (x
 1

04
)

*

0

0,4

0,8

1,2

1,6

VKGILS
SLIGKV

*

NS

NS

Nb Jours 1         1        5       5

+         - +        -

- +        - +

1         1        5       5

+         - +        -

- +        - +

In
te

ns
ité

m
éd

ia
ne

 d
e 

flu
or

es
ce

nc
e

du
 P

A
R

-2
  n

or
m

al
is

ée
 (x

 1
04

)

*

0

0,4

0,8

1,2

1,6

VKGILS
SLIGKV

*

NS

NS

Nb Jours 1         1        5       5

+         - +        -

- +        - +

1         1        5       5

+         - +        -

- +        - +

1         1        5       5

+         - +        -

- +        - +

1         1        5       5

+         - +        -

- +        - +

 

Figure 25 : Effet de la stimulation chronique du PAR-2 sur son expression.  

Les CML sont issues de patients témoins (barres blanches) ou asthmatiques (barres 
noires). L'intensité de fluorescence du PAR-2 membranaire est évaluée par 
cytométrie en flux après 1 à 5 jours de stimulations répétées au SLIGKV. Les 
résultats sont exprimés en moyenne ±  SEM (n = 5). * représentent une différence 
significative entre deux conditions expérimentales. 

La stimulation du PAR-2 au SLIGKV ne modifie l'expression du PAR-2 de surface que 

dans les CML de sujets asthmatiques et seulement lors d’une stimulation chronique. De plus, 

cet effet semble spécifique du récepteur PAR-2 car la stimulation chronique à l'histamine ne 

modifie pas l’expression du PAR-2 dans les CML de sujets témoins et asthmatiques (Figure 

26).  
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Figure 26 : Effet de la stimulation chronique à l'histamine sur l'expression du 

PAR-2.  

Les CML sont issues de patients témoins (barres blanches) ou asthmatiques (barres 
noires). L'intensité de fluorescence du PAR-2 membranaire est évaluée par 
cytométrie en flux 5 jours après des stimulations répétées à l'histamine pendant 3 
jours. Les résultats sont exprimés en moyenne ±  SEM (n = 5). 

2.3) Effet de la stimulation chronique du PAR-2 sur la 

prolifération des CML 

L’effet de la stimulation chronique du PAR-2 sur la prolifération des CML a ensuite été 

étudié. Pour cela, des CML de sujets témoins et asthmatiques ont été stimulées en aigu sur 1 

jour ou en chronique sur 3 jours avec le SLIGKV comme précédemment. Là aussi, le peptide 

inverse VKGILS a servi de contrôle négatif (Figure 27). 
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Figure 27 : Effet de la stimulation chronique du PAR-2 sur la prolifération des 

CML.  

Les CML sont issues de patients témoins (barres blanches) ou asthmatiques (barres 
noires). La prolifération est évaluée en BrdU 1 à 5 jours après des stimulations 
chroniques au SLIGKV. Les résultats sont exprimés en moyenne ±  SEM (n = 5). * 
représente une différence significative entre deux conditions expérimentales. 

La stimulation aiguë du PAR-2 augmente la prolifération des CML de sujets témoins 

comme cela avait été objectivé dans un précédent travail de l’équipe (62). La stimulation 

aiguë augmente encore plus la prolifération des CML de patients asthmatiques. Pour 

mémoire, dans le premier travail expérimental, les effets de la chitinase YKL-40 ou ceux du 

PDGF sur la prolifération étaient similaires entre les CML de sujets témoins et celles des 

asthmatiques. Ceci suggère un lien entre le niveau augmenté d’expression protéique du PAR-

2 et de la prolifération dépendante du PAR-2 chez l’asthmatique.  

La stimulation chronique du PAR-2 induit une prolifération significativement plus 

importante mais uniquement avec les CML de patients asthmatiques. Ces derniers résultats 

doivent être mis en perspective avec les résultats précédents retrouvant une augmentation de 
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l’expression du PAR-2 uniquement lors de la stimulation chronique du PAR-2 des CML des 

seuls patients asthmatiques. Cependant, nous ne disposons que d'arguments indirects pour 

attribuer cet excès de prolifération à la surexpression du PAR-2 chez l’asthmatique. Afin de 

démontrer la présence ou l’absence d’un lien de causalité, l’objectif suivant a été d’inhiber de 

manière stable l’expression du PAR-2 des CML par interférence ARN lentivirale. 
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3. Effets de l’inhibition du PAR-2 par 

interférence ARN lentivirale sur les CML 

L’efficacité de l’inhibition du récepteur PAR-2 par siRNA a déjà été démontrée dans le 

laboratoire (269). Cependant, le caractère transitoire sur 24h de cette interférence ARN ne 

permet pas l’étude du rôle du PAR-2 sur des mécanismes comme la prolifération. C'est 

pourquoi des techniques de production de siRNA in situ dans la cellule on été développées, 

grâce à l'utilisation de vecteurs lentiviraux générant des shRNA (cf chapitre II.7). Cette 

stratégie d'interférence lentivirale doit permettre l'intégration du génome lentiviral dans le 

génome de la cellule hôte et ainsi la dégradation de l'ARNm cible. 

Les CML sont infectées à l'aide du lentivirus décrit dans le chapitre II.7.B à MOI 3 

(trois particules lentivirales pour une cellule), produit à partir du plasmide pLVTHM. 

L'expression d'une protéine marqueur fluorescente, la GFP, par le génome lentiviral, permet 

de suivre l'efficacité et la stabilité de l'infection en cytométrie en flux (Figure 28). 

On observe ainsi que le génome viral est exprimé faiblement au 3ème jour après 

l'infection (10% de cellules exprimant la GFP) mais augmente considérablement au 5ème jour 

(50% de cellules) pour rester stable dans le temps jusqu'au 9ème jour. L'infection avec le 

lentivirus vide ou avec celui produisant l'une des 4 séquences shRNA ne semble pas modifier 

l'expression du génome lentiviral. En effet, on n'observe aucune différence significative du 

pourcentage de cellules GFP pour les différents virus (Figure 28).   
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Figure 28 : Evolution du % de cellules positives pour la GFP en fonction du 

temps.  

La fluorescence de la GFP est mesurée en cytométrie en flux sur des cellules non 
infectées ou infectées avec l'une des 4 séquences shRNA anti PAR-2. Les résultats 
sont exprimés en moyenne ±  SEM (n = 6). * p<0,05 avec des tests t appariés. 

Ensuite, l'efficacité de l'interférence ARN est étudiée au niveau transcriptionnel par RT-

PCR (Figure 29). Les premiers résultats montraient une interférence ARN efficace induite par 

les lentivirus produisant les shRNA n°2 et 3 par rapport aux cellules infectées par le lentivirus 

vide. Il existe en effet une diminution significative de l'ARNm du PAR-2 à J7 pour les 

séquences 2 et 3 et à J9 pour la séquence 3. 
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Figure 29 : Evaluation de l'efficacité de l'interférence ARN au niveau 

transcriptionnel.  

La quantification de l'ARNm du PAR-2 a été réalisée en fonction de 3 gènes 
domestiques (PO, HPRT-1 et YWHAZ). Les résultats sont analysés en geNorm et 
exprimés en moyenne ± SEM (n = 4), à J5, J7 et J9 après l'infection. * p<0,05 avec 
des tests t appariés. 

L'efficacité de l'interférence au niveau protéique semble diminuer l'expression du PAR-

2 mais n'a pas permis de retrouver de différence significative en western blot (Figure 30).  

Cette absence d’effet de l'interférence ARN lentivirale sur l’expression protéique 

pourrait être la conséquence d'un stress lié à une infection lentivirale trop récente ou à un biais 

de sélection des CML infectées par les lentivirus. En effet, les CML ayant intégré le plus de 

particules lentivirales et donc présentant potentiellement le moins de PAR-2 peuvent 

présenter des propriétés prolifératives amoindries. 
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Figure 30 : Evaluation de l'efficacité de l'interférence ARN au niveau protéique.  

Les résultats sont analysés en ratio d'intensité de bande par rapport à la β-actine et 
exprimés en moyenne ± SEM. n = 4. 

Une première stratégie a consisté à rendre l’interférence ARN inductible grâce à la co-

infection avec un autre lentivirus produit à partir du plasmide pLVtTRKRAB-Red (cf chapitre 

II.7.6). Cette stratégie permet de différer l’interférence ARN et ainsi de s’éloigner du stress dû 

à une infection trop récente. Avant toute co-infection, une étude préliminaire de la toxicité de 

la Dox sur la prolifération a été effectuée afin d'éliminer tout biais lors de l'analyse des 

résultats. Une concentration optimale de 0,5 µg/ml a été choisie pour cette étude (Figure 31).  
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Figure 31 : Effets de la doxycycline sur la prolifération des CML en BrdU.  

Les CML sont incubées avec des concentrations croissantes de Dox. Les résultats 
sont exprimés en moyenne  ± SEM (n = 4). * p<0,05 avec des tests t appariés. 

Cette co-infection nous a permis de mettre au point une interférence ARN 

conditionnelle (Figure 32). En effet, le dot-plot montre que lors de la co-infection en absence 

de Dox, les cellules sont fluorescentes dans le rouge uniquement (Ds-Red). En revanche, les 

cellules DsRed positives expriment environ 21% de GFP après 48 h de Dox et environ 70% 

après 5 jours de Dox (Figure 32). Ces résultats confirment la pharmaco-dépendance de 

l'expression de la GFP et donc des shRNA à la Dox. 
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Figure 32 : Interférence ARN lentivirale conditionnelle.  

Dots plots de cytométrie en flux représentant la fluorescence de la GFP en fonction 
de la Ds-red, de cellules non infectées (A), infectées avec le pLVTHM seul à une MOI 
= 3 (B), infectées avec le pLVtTRKRAB à une MOI = 20 (C), coinfectées avec les 
deux lentivirus en absence de Dox (D), ou en présence de 0,5 µg/ml de Dox pendant 
48h (E) ou pendant 5 jours (F). 
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L’absence d’effet de l'interférence ARN lentivirale sur l’expression protéique pourrait 

également s'expliquer par le faible niveau d'infection lentivirale (aux environ de 50%) (Figure 

28). Une autre stratégie a ainsi consisté en l'optimisation de l'efficacité de l'infection par le tri 

cellulaire. Pour cela, les cellules infectées à MOI 3 ou 5 sont triées via une buse de 100 µm de 

diamètre sur l'expression de la GFP. Cependant, cette technique s'est avérée très 

contraignante, dans la mesure où un ralentissement de la prolifération des CML a été observé. 

En effet, quatre à cinq semaines sont nécessaires pour atteindre la confluence. Toutefois, cela 

nous a permis d'étudier la stabilité de l'infection lentivirale à plus long terme. L'efficacité du 

tri a été vérifiée par cytométrie en flux et permettait d'augmenter considérablement 

l'expression de la GFP (plus de 90%) (Figure 33) et ce, de manière stable dans le temps 

pouvant atteindre deux mois.  

 

GFP

60%

GFP

97%

A) B)
Avant tri Après tri

 

Figure 33 : Tri cellulaire après infection lentivirale.  

Histogrammes de distribution de la fluorescence obtenus avant (A) et après (B) tri 
cellulaire. Les % de cellules positives à la GFP sont indiqués. 
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L'étude de l'efficacité de l'interférence sur des CML triées a permis de montrer une 

abolition de l'ARNm du PAR-2 pour les CML infectées avec le lentivirus produisant la 

séquence n°1 (Figure 34) ainsi qu'une diminution de l'expression du PAR-2 membranaire en 

cytométrie en flux (résultat non présenté).  
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Figure 34 : Efficacité de l'interférence ARN lentivirale au niveau 

transcriptionnel. 

Expression du PAR-2 au niveau transcriptionnel sur des CML infectées avec le 
lentivirus n'exprimant pas le shRNA (vide) ou produisant les différentes séquences 
shRNA. Les résultats sont présentés en ratio des ARNm du PAR-2 par rapport à des 
références endogènes (PO, HPRT-1 et YWHAZ) par une analyse GeNorme (n = 1). 

Néanmoins, ce résultat n'a pas pu être reproduit sur un effectif suffisant. De plus, si la 

stabilité de la GFP au cours du temps est bonne, la production des shRNA peut décliner au 

cours du temps. Ainsi, étant donné le caractère très lourd de cette technique sur les CML et 

l’absence de reproductibilité, nous avons optimisé l'efficacité de l'infection lentivirale en 

augmentant la concentration des particules lentivirales lors de l'infection. Pour cela, plusieurs 

MOI allant de 3 à 20 ont été testées (Figure 35).  
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Figure 35 : Efficacité de l'infection lentivirale à différentes MOI. 

Histogramme représentant l'intensité de fluorescence de la GFP des CML non 
infectées ou infectées avec les différentes séquences shRNA anti-PAR-2. Les résultats 
sont exprimés en moyenne ± SEM (n = 5) 

L'expression de la GFP en cytométrie en flux augmente progressivement avec 

l'augmentation de la MOI pour atteindre une efficacité de plus de 90% avec une MOI de 20, 

similaire à ce qui était obtenu après le tri cellulaire pour des MOI plus faibles. De plus, cette 

efficacité perdure jusqu’à 14 jours après l’infection. 

Afin d'éviter toute toxicité cellulaire liée à une si forte MOI d'infection, le nombre de 

copies d'ADN viral dans l'ADN de la cellule hôte a été évalué par PCR quantitative, sur le 

gène lentiviral WPRE (Figure 36).  
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Figure 36 : Nombre de copies d'ADN viral. 

Le nombre de copies d'ADN est mesuré par PCR quantitative (gène WPRE) sur des 
CML infectées avec le lentivirus ne produisant pas de shRNA (vide) ou produisant 
l'une des 4 séquences shRNA choisies. 

Les CML infectées avec le lentivirus vide intègrent six copies d'ADN viral alors que les 

CML infectées avec le lentivirus codant pour les séquences shRNA intègrent moins de trois 

copies. La présence du ShRNA dans la séquence lentivirale semble donc diminuer son 

intégration au génome de la CML hôte. Par contre, l'infection de lignées cellulaires comme 

293T avec une MOI de 20 permet en revanche l'intégration de plus de dix copies d'ADN viral 

(résultats non présentés).  

L'efficacité de l'infection étant optimisée, nous avons par la suite évalué l'efficacité de 

l'interférence ARN sur l'expression du PAR-2. Les quatre séquences utilisées précédemment 

se sont avérées inefficaces sur l'expression du PAR-2 alors que cette fois le % de CML GFP 

positives était supérieur à 90% (Résultats non présentés). Pour éviter un défaut d’efficacité 

relié au phénotype musculaire lisse, nous avons dupliqué ces expériences avec une 
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lignée (Capan) pancréatique surexprimant le PAR-2. Là aussi, les 4 séquences se sont 

révélées inefficaces sur l’expression du PAR-2 (Figure 37).  
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Figure 37 : Interférence ARN lentivirale dans la lignée Capan. 

Représentations en dot plots de cytométie en flux. Les cellules sont marquées à l'aide 
d'un anticops irrelevant APC ou d'un anticorps anti-PAR-2 APC.  Les cellules non 
infectées sont PAR-2 positives et GFP négatives.Celles infectées avec le lentivirus ne 
produisant pas de shRNA (vide) ou produisant une des séquences shRNA sont PAR-2 
et GFP positives.   

Le choix des séquences shRNA reposant sur des algorithmes en perpétuelles 

modifications, neuf autres séquences ont été choisies, produites et insérées dans des plasmides 

lentiviraux. L'étude de l'expression de la GFP en cytométrie en flux montre une efficacité 

d'infection supérieure à 90% (Figure 38 A). En outre, lors des expériences préliminaires, deux 
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séquences shRNA anti-PAR-2 semblent diminuer fortement l'expression du PAR-2 (Figure 38 

B). Des expérimentations supplémentaires doivent être réalisées afin de confirmer ce résultat. 
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Figure 38 : Efficacité de l'interférence ARN lentivirale en cytométrie en flux. 

Représentations en dot plots et histogrammes de distribution de la fluorescence dans 
les CML infectées avec le lentivirus ne produisant pas de shRNA (A) ou produisant 
une des séquences shRNA choisies. Les cellules sont marquées à l'aide d'un anticorps 
APC anti-PAR-2. 

Au total, ce travail sur les lentivirus auquel j’ai dû consacrer une part importante de 

mon temps de doctorante, a permis d'optimiser l'infection ARN lentivirale des CML, pour 

lesquelles cette technique n'a pas été utilisée auparavant dans la littérature. De plus, après 

avoir testé 13 séquences shRNA anti-PAR-2 différentes, il semble que nous ayons pu obtenir 

une diminution de l'expression du PAR-2 dans ces cellules. La confirmation de ces résultats 
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devrait nous permettre d’étudier le rôle de la surexpression du PAR-2 dans l’excès de 

prolifération des CML d’asthmatiques induite par la stimulation chronique de ce récepteur. En 

outre, l’implication du PAR-2 dans l’excès de prolifération spontanée des CML 

d’asthmatiques au SVF sera évaluée. 

Pour replacer les résultats expérimentaux de cette thèse en perspective des données 

connues dans la littérature, un schéma récapitule le rôle du PAR-2 dans les voies aériennes 

(Figure 39). 

 

Figure 39 : Récapitulatif de l’implication du PAR-2 dans le remodelage et 

l’inflammation les voies aériennes. 

Les flèches bleues indiquent des données de la littérature et les flèches vertes 
indiquent les données obtenues au cours de cette thèse. GM-CSF : granulocyte 
macrophage-colony stimulating factor, MMP : Métalloprotéinase, PGE2 : 
prostaglandine E2, SCF : Stem cell factor, SP : Substance P (neuropeptide), TGF : 
Transforming growth factor. 
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Ce travail de thèse permet de mieux comprendre l'implication de la CML dans la 

physiopathologie de l'asthme, notamment en élucidant les effets d'YKL-40 et du PAR-2 dans 

le remodelage musculaire lisse bronchique.  

Dans un premier temps, les travaux de cette thèse nous ont permis de démontrer le rôle 

de la chitinase YKL-40 sur l’ensemble des propriétés physiopathologiques de la CML 

(prolifération, hypertrophie et migration). Cependant, les mécanismes de transduction de ces 

effets restent encore à élucider dans la CML bronchique. Prochainement, les effets des 

inhibiteurs des voies MAP Kinase, Pi3K ou encore AKT, PKC, GSK3β ou mTOR seront 

étudiés. De plus, l’augmentation plus importante de l’hypertrophie et de la migration dans les 

CML d’asthmatiques devra faire l’objet d’une investigation complémentaire. En effet, peu 

d’études ont été faites sur la migration des CML d’asthmatiques et à ce jour, aucune étude sur 

leur taille n’a fait l’objet de publications. Comprendre les mécanismes de cette augmentation 

de la taille et de la migration des CML dans l'asthme pourrait ouvrir la voie à de nouvelles 

perspectives thérapeutiques. Par ailleurs, le rôle de la biogenèse mitochondriale dans l'excès 

de prolifération observé chez l'asthmatique a été observé. Il semblerait donc intéressant 

d'étudier les effets d'YKL-40 sur l'expression des facteurs de transcription impliqués dans la 

biogenèse mitochondriale notamment mtTFA (Mitochondrial transcription factor A), NRF-1 

(Nuclear respiratory factor), et PGC1-α (Peroxisome-proliferator activated receptor gamma 

coactivator), ainsi que sur la masse mitochondriale estimée par la porine ou les complexes de 

la chaîne respiratoire. D'autre part, l'identification du récepteur à l'origine des effets de cette 

chitinase sur les CML semble nécessaire. Dans cette optique, il serait intéressant d’étudier le 

rôle du PAR-2 dans les effets d’YKL-40 sur les CML bronchiques. Enfin, l'inhibition d'YKL-

40 pourrait s'avérer une stratégie thérapeutique prometteuse et bénéfique non seulement dans 
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l'asthme mais aussi dans d'autres pathologies inflammatoires ou des cancers. 

Ce travail de thèse a également permis de mettre en évidence la surexpression du PAR-

2 dans les CML d'asthmatiques, et d'acquérir de nouvelles informations sur les effets de la 

stimulation chronique du PAR-2 sur son expression et sur la prolifération des CML. La mise 

en évidence de cette surexpression de PAR-2 ex vivo dans le muscle lisse bronchique est en 

cours et permettrait de consolider les résultats obtenus in vitro. A ce propos, l’excès de 

prolifération des CML lors de la stimulation chronique a été relié avec la surexpression du 

PAR-2 dans les seules CML d’asthmatiques. Il nous faut maintenant confirmer le lien de 

causalité entre surexpression du PAR-2 et excès de prolifération. Pour ce faire, l’efficacité de 

l'inhibition de l’expression du récepteur par interférence ARN lentivirale sera indispensable. 

Actuellement, nous avons identifié les conditions optimales pour l'obtention d'une infection 

lentivirale efficace. Enfin, si le lien de causalité est démontré, il nous faudra identifier les 

mécanismes de la surexpression du PAR-2 observée uniquement dans les CML des 

asthmatiques lors de la stimulation chronique. Le PAR-2 pourrait ainsi représenter une cible 

thérapeutique de choix dans l'asthme. 
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