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Avant-propos 

Afin d'éclaircir la compréhension de toute la problématique entourant la variation 

de la sécrétion de protéases extracellulaires lors d'une inflammation, la revue de 

littérature, en plus d'une section sur le VSRRP, comprends également une section sur la 

matrice extracellulaire. Cette dernière section décrit les principales composantes de la 

matrice, les principales protéases extracellulaires et des exemples démontrant l'impact de 

l'augmentation de la sécrétion des protéases dans un contexte pathologique. 
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Sommaire 

On retrouve une fluctuation de la sécrétion de protéases extracellulaires dans 

diverses maladies inflammatoires chroniques et auto-immunitaires telles l'arthrite 

rhumatoïde, le cancer, l'emphysème pulmonaire, la fibrose kystique et l'asthme. Parmi les 

protéases les plus souvent sécrétées dans le milieu extracellulaire, on retrouve l'élastase 

des leucocytes, les cathepsines, la tryptase et la chymase des mastocytes, et les 

métalloprotéases de la matrice (MMPs ). Ces enzymes sont sécrétées par des cellules 

myéloïdes et lymphoïdes majoritairement, bien que les MMPs puissent être également 

sécrétées par des cellules stromales. Ces maladies dégénératives sont également 

caractérisées par une infiltration massive des tissus impliqués par des cellules du système 

immunitaire, possiblement favorisée par le relargage des protéases extracellulaires. 

L'infection causée par le virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin (VSRRP), 

virus s'attaquant principalement aux macrophages alvéolaires et ayant de forts impacts sur 

la production porcine québécoise et mondiale, est elle aussi caractérisée par une 

infiltration massive de cellules monocytaires et lymphocytaires. Plus particulièrement, 

cette infiltration se retrouve au niveau de l'interstice alvéolaire, des zones périvasculaires 

et péribronchiolaires. Cette étude visait donc à étudier la variation de l'activité 

protéolytique nette dans les poumons de porcs infectés par le VSRRP. 

Pour ce faire, des porcelets âgés de quatre semaines ont été inoculés par voie intra

trachéale avec une préparation de VSRRP ayant un titre infectieux évalué à 

107DICT50/ml. Ensuite, les poumons de trois porcelets ont été prélevés pour chacun des 

jours post-infection choisis, soit les jours 3, 7, 14 et 42 post-infection (p.i.), afin 

d'effectuer sur ceux-ci des lavages bronchoalvéolaires (BALs). Des échantillons de 

poumons, ainsi que de rates, de reins, de ganglions thoraciques et mésentériques ont été 

prélevés pour fins de détection d'ARN viral par RT-PCR, d'isolement viral et d'analyses 

histologiques. Les résultats d'analyses par RT-PCR ont permis de démontrer la présence 

d'ARN viral dans les poumons des porcs infectés pour tous les jours post-infection, et que 

l'infection était systémique du jour 3 p.i. au jour 14 p.i. inclusivement. L'isolement viral a 

démontré que l'infection était maximale au jours 7 et 14 p.i. autant au niveau des 

poumons qu'au niveau de la rate, et que l'infection systémique (rate) était terminée au jour 
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42 p.i. L'analyse de l'activité protéolytique nette s'est faite par l'utilisation de la technique 

de F ASC, qui permet de mesurer 1' activité protéolytique nette présente au niveau de 

divers fluides biologiques. Les résultats obtenus ont démontré que l'activité nette 

contenue dans les BALs, au niveau des poumons, augmentait de façon significative aux 

jours 7 et 14 p.i., et que cette augmentation d'activité protéolytique était transitoire. 

L'analyse des BALs par zymographie (gel SDS-PAGE contenant un substrat intégré) a 

révélé que les gélatinases A et B (MMP-2 et MMP-9, respectivement), bien connues pour 

leur implication dans diverses maladies dégénératives, augmentaient également aux jours 

7 et 14 p.i.. Les niveaux de MMP-2 et -9 sériques furent par contre stables, démontrant 

que le débalancement de 1' activité protéolytique induit par le virus est spécifique aux 

poumons. L'analyse des lésions histologiques induites par l'infection par le VSRRP a 

permis de mettre au jour une corrélation entre l'apparition des lésions et l'augmentation .. 
transitoire de la sécrétion de protéases extracellulaires et de MMP~. Ces résultats 

indiquent que la sécrétion des protéases extracellulaires au niveau des poumons peut 

également être augmentée lors d'une infection virale, comme cela a été démontré dans le 

cas des maladies dégénératives non-virales telles la fibrose kystique, l'asthme et 

l'emphysème pulmonaire. Cette augmentation de l'activité protéolytique pourrait jouer un 

rôle prépondérant dans la pathologie, notamment en favorisant un état 

d'immunosuppression local et transitoire propice à l'établissement d'agents infectieux 

opportunistes. 

v s St-Pierre 
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Nombre d'études ont démontré qu'une surproduction locale de protéases 

extracellulaires peut jouer un rôle important dans le déroulement des maladies 

pulmonaires dégénératives comme 1' emphysème, 1' asthme aiguë, la bronchite chronique 

et la fibrose kystique (revue par Greenberger, 1997). La réponse immune est affectée 

lorsque les protéases dégradent des molécules impliquées au niveau de l'immunité 

cellulaire, comme par exemple l'élastase des leucocytes qui peut cliver des 

immunoglobulines (lg) ainsi que des récepteurs de molécules du complément, le CRI et 

le C3bi (Tosi et al., 1990; Bazil, 1995). Les protéases peuvent également nuire aux 

fonctions respiratoires en agissant sur 1' architecture même du poumon, c'est-à-dire la 

matrice extracellulaire qui compose le squelette respiratoire. Collectivement, lorsque 

stimulées adéquatement, 1' ensemble des protéases extracellulaires produites par les 

cellules résidentes des poumons peut dégrader toutes les composantes de la matrice 

extracellulaire. Lors d'une infection bactérienne, ou encore virale, autant l'intégrité de la 

réponse cellulaire que celle de l'architecture pulmonaire sont des facteurs.cruciaux au bon 

fonctionnement de la réponse immune nécessaire pour circonscrire l'infection. Le 

VSRRP est reconnu pour causer une infection respiratoire caractérisée par un changement 

dans l'architecture des poumons causé par suite d'une infiltration massive des septa 

alvéolaires par des cellules monolymphocytaires. Notre hypothèse de départ était que 

l'infection par le VSRRP engendre une modulation de la sécrétion des protéases 

extracellulaires dans les poumons des jeunes porcs, contribuant directement ou non aux 

changements physiques associés à cette infection. 

Notre objectif principal était de vérifier s'il y a une modulation significative de la 

sécrétion de protéases extracellulaires lors de l'infection par le VSRRP. Après avoir 

confirmé l'infection par RT-PCR et par isolement viral, un substrat universel a été utilisé 

afin de déterminer s'il y avait une augmentation ou une diminution de l'activité 

protéolytique nette dans les poumons des porcs infectés. Le premier objectif secondaire 

consistait à déterminer le(s) type(s) de protéases extracellulaires concemé(s) par cette 

modulation, à l'aide de divers tests enzymatiques faisant appel à des substrats et 

inhibiteurs variés. Finalement, nous voulions déterminer s'il existe une corrélation entre 
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la hausse/baisse de protéases et 1' apparition des lésions histopathologiques typiques de 

l'infection par l'analyse de coupes histologiques. 

La première partie de cet ouvrage consiste donc en une revue de littérature 

détaillant les caractéristiques biochimiques et biologiques du VSRRP et de l'infection 

qu'il cause chez l'espèce porcine, suivi de l'exposé des différentes composantes de la 

matrice extracellulaire, les principales protéases extracellulaires ainsi que l'implication de 

ces dernières dans les pathologies pulmonaires. Un article scientifique reflétant la majeure 

partie des résultats obtenus lors de cette étude constitue le cœur de cet ouvrage. 

Finalement, nous présentons en annexe les résultats obtenus lors d'expériences 

préliminaires ayant pour objectif de déterminer les conditions optimales du modèle 

expérimental. 
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1. Caractéristiques biochimiques et biologiques du virus du Syndrome Reproducteur et 

Respiratoire Porcin <VSRRP) 

1.1 Historique 

Le Syndrome Reproducteur et Respiratoire Porcin (SRRP) a été décrit pour la 

première fois en 1987, aux États-Unis (Keffaber, 1989). Par la suite, d'autres pays comme 

le Canada en 1988 (Bilodeau et al., 1991) et l'Allemagne en 1990 (Busse et al., 1992) ont 

également rapporté ce syndrome au sein de leurs fermes de production porcine. Les 

symptômes observés étaient de deux types : respiratoires et reproducteurs. Ainsi chez les 

jeunes porcs âgés de huit semaines et moins, on observait des troubles respiratoires 

attribuables à une pneumonie de type interstitielle, une perte d'appétit associée à une 

perte de poids et à un retard de croissance, ainsi qu'une augmentation des taux de 

mortalité en bas âge. Par ailleurs, chez les truies gestantes, les principaux problèmes 

observés étaient une fièvre de longue durée au cours de la période du dernier tiers de la 

gestation, une augmentation marquée du nombre d'avortements tardifs, de momifications 

fœtales, de mises-bas prématurées, ainsi qu'une réduction de la taille des portées due à 

l'augmentation du nombre de porcelets mort-nés. Plusieurs chercheurs tentèrent en vain 

d'identifier l'agent étiologique principal de ce syndrome. Vers la fin de l'an 1990, un 

groupe de chercheurs des Pays-Bas (Wensvoort et al., 1991) a identifié un virus à ARN 

enveloppé capable de reproduire les symptômes associés au syndrome SRRP 

lorsqu'inoculé à des truies gravides ainsi qu'à de jeunes porcs (Terpstra et al,, 1991; Pol 

et al., 1991). Le virus alors identifié fut désigné sous le nom de «virus de Lelystad» en 

reconnaissance du lieu de la découverte. Par la suite, ce nom est resté lié à la souche de 

référence européenne du virus, tandis que pour le virus lui-même, on a préféré garder le 

nom du syndrome. La communauté scientifique eût tôt fait de relier ces épidémies à celles 

de la «maladie mystérieuse du porc» qui faisait rage aux États-Unis depuis 1987 

(Keffaber, 1989). Par la suite, des chercheurs des États-Unis (Benfield et al., 1992; 

Collins et al., 1992) et du Canada (Dea et al., 1992) isolèrent eux aussi,~ paitir des tissus 

d'animaux d'élevages affectés, des virus apparentés des points de vu~ sérologique et 

génomique au virus de Lelystad. 
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1.2 Classification 

De par son organisation génomique, sa stratégie d'expression et son ultrastructure, le 

virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin (VSRRP) est très proche du virus 

de l'élévation de la déshydrogénase lactique (LDV) murine, du virus de l'artérite 

infectieuse équine (EA V), et du virus de la fièvre hémorragique du singe (SHFV). Ces 

quatre virus sont regroupés dans le genre Arterivirus (Plagemann, 1992; Conzelmann et 

al., 1993; Meulenberg et al., 1993a; Snijder & Meulenberg, 1998). Lors de son 

identification aux Pays-Bas (Wensvoort et al., 1991) et aux États-Unis (Benfield et al., 

1992), le VSRRP avait été classé temporairement dans la famille Togaviridae, avec les 

autres Arterivirus, à cause de ses caractéristiques morphologiques: la forme 

icosahédrique de sa capside de 20 à 30 nm de diamètre entourée d'une enveloppe qui ne 

comporte pas de spicules proéminents (voir SCHÉMA 1). Suite aux travaux sur les 

caractéristiques de l'ARN génomique (den Boon et al., 1991) et du mode de réplication 

des Arterivirus (de Vries et al., 1992), des changements majeurs ont été apportés quant à 

la taxonomie de ces virus. Ainsi, lors du Xe Congrès International de Virologie 

(Jérusalem, 1996), le Comité International sur la Taxonomie des Virus a officiellement 

placé le genre Arterivirus (et le SRRP de surcroît) dans une famille qui lui est propre, soit 

la famille Arteriviridae, sous l'ordre Nidovirales, où figure également la famille 

Coronaviridae qui elle comprend les genres Coronavirus et Torovirus (Cavanagh, 1997). 

Les caractéristiques des virus appartenant au nouvel ordre Nidovirales, sont les 

suivantes: 

1. Génome linéaire, non-segmenté, fait d' ARN simple brin à polarité positive 

2. Organisation du génome avec les gènes codant pour les fonctions réplicatives au 

niveau de 1' extrémité 5' ( réplicase, polymérase, héli case) et les gènes des protéines 

structurales du coté de 1' extrémité 3' 

3. Synthèse d'un réseau d'ARN messagers (ARNm) sous-génomiques partageant leur 

extrémité 3' 

4. ARN génomique servant d'ARNm pour la traduction de l'ARN polymérase ARN

dépendante. 

5. Uniquement la partie distincte des ARNm sous-génomiques, située au niveau de 

1 'extrémité 5 ', est traduite. 
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SCHÉMA 1 REPRÉSENTATION SCHÉMATIQUE DU VIRUS DU SRRP (VSRRP). 

N (nucléoprotéine)= 

M (matrice)= 

GP2 (glycoprotéine 2) = 0 

GP3 (glycoprotéine 3)-

GP4 (glycoprotéine 4) = -

GPS (glycoprotéine 5) = ._ 

ARN viral (simple brin) = ~ 
Analogue de coiffe = -

Queue polyadénylée = AAAA 

Adapté de Dea et al., 2000a. 
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1.3 Structure virale 

Les particules virales peuvent être observées en microscopie électronique dans les 

vacuoles cytoplasmiques et les vésicules de 1' appareil de Golgi des macrophages 

alvéolaires porcins infectés. Le VSRRP est un virus enveloppé d'une membrane formée 

de lipides et d'hydrates de carbone, d'environ 50 à 70 nm de diamètre (voir SCHÉMA 1). 

Les protéines structurales majeures retrouvées au niveau de l'enveloppe sont la protéine 

de la matrice Met la glycoprotéine GP5. La protéine M, codée par l'ORF.6, est formée de 

173-174 acides aminés et possède une masse moléculaire (Mr) de 18-19 KDa, ainsi que 

trois domaines transmembranaires hydrophobes. Par ses caractéristiques topographiques, 

la protéine M est donc peu accessible aux anticorps et est très peu antigénique (Meng et 

al., 1995; Meulenberg et al., 1995b; Mardassi et al., 1995 & 1996). La GP5, codée par 

l'ORF5, est formée de 200-201 acides aminés, et possède une Mr de 24,5-26 KDa 

(Meulenberg et al., 1995b; Mardassi et al., 1996; Pirzadeh & Dea, 1997). "On retrouve 

aussi, au niveau de 1' enveloppe, des glycoprotéines mineures présentes en faibles 

quantités dans le virion, dont la GP2 (codée par l'ORF2, 29 kDa), la GP4 (codée par 

l'ORF4, 31 Kda) (Meulenberg et al., 1993a, 1995b, 1997; Meulenberg & Pettersen-Den 

Besten, 1996; Mardassi et al., 1995), et la GP3 (codée par l'ORF3, 42 kDa). La présence 

de la GP3 au niveau de 1' enveloppe semble varier selon 1 'origine des souches . En effet, 

elle est plutôt considérée comme une protéine non-structurale dans le cas des souches 

Nord Américaines (Gonin et al., 1998; Mardassi et al., 1998; Gonin et al., 1999). 

L'enveloppe englobe une nucléocapside à symétrie icosahédrique de 20 à 35 nm 

de diamètre composée d'une seule protéine, la protéine N (ORF7), fortement basique et 

interagissant avec l'ARN génomique. La protéine N, est constituée de 123 à 128 acides 

aminés et a une Mr d'environ 14 Kda (Meulenberg et al., 1995a; Mardassi et al., 1994b; 

Meng et al., 1995). Elle est la protéine la plus abondante du virion (20 à 40%), et est très 

antigénique (Meulenberg et al., 1995a, 1998; Wootton et al.,1998). Plusieurs anticorps 

monoclonaux dirigés contre cette protéine (Nelson et al., 1993; Drew et al., 1995; Dea et 

al.,1996; Dea et t;~l., 2000b) ont été développés et sont utilisés entre autre pour le 

diagnostic de l'infection. 
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1.4 Caractéristiques physico-chimiques 

Le virion a une densité de flottaison de 1,13 à 1,15 g/cm3 sur gradients de 

saccharose et de 1,18 à 1,20 g/cm3 sur gradients de chlorure de césium (CsCl) (Benfield 

et al., 1992; Mardassi et al., 1994a). Le coefficient de sédimentation se situe entre 214S et 

230S (Plagemann, 1996). Le VSRRP est sensible aux solvants lipidiques comme 1' éther 

et le chloroforme. Ce virus est sensible à des valeurs de pH inférieures à 5,0 et 

supérieures à 7,0, ainsi qu'à des températures supérieures à 22°C (Benfield et al., 1992). 

1.5 Organisation génomique 

Le génome du VSRRP est composé d'une molécule d'ARN monocaténaire 

d'environ 15 Kb à polarité positive (Conzelmann et al., 1993), possédant une coiffe 

méthylée à son extrémité 5' et une queue polyadénylée à son extrémité 3' (Meulenberg et 

al., 1993b; Meng et al., 1994). L'ARN viral est polycistronique et organisé en 8 cadres de 

lecture ouverts (ORFs), soit les ORFsla et lb, et les ORFs 2 à 7 (voir SCHÉMA 2) 

(Meulenberg et al., 1993b). Les protéines non-structurales codées par les ORFs la et lb 

forment 75% du génome. L'ORFla code pour deux protéases à cystéine ressemblant à la 

papaïne (PCPa et PCPj3), une protéase à cystéine (CP) et une protéase à sérine (SP). 

L'ORF lb contient quatre domaines conservés chez tous les nidovirus: une ARN 

polymérase dépendante de l'ARN (POL), un domaine de liaison avec un ion métallique 

(MB), une hélicase à ARN (HEL) et un domaine de queue carboxylique hautement 

conservé (CDT). En fait, la polyprotéine lab est clivée en 12 sous-unités servant à divers 

degrés dans la réplication virale (revue par Snijder & Meulenberg, 199~; Allende et al., 

1999). Les ORFs 2 à 7 sont chevauchants, saufles ORFs 5 et 6, et codent pour 6 protéines 

structurales de différente importance, soit la nucléocapside N (ORF7),. la matrice M 

(ORF6), et les glycoprotéines d'enveloppe GP2 (ORF2), GP3 (ORF3), GP4 (ORF4) et 

GP5 (ORF5) (revue par Dea et al., 2000a) (voir SCHÉMA 2 et 3). 



Il 

SCHÉMA 2 ORGANISATION GÉNOMIQUE DU VSRRP. 

ARN polycistronique à 8 ORFs, les ORFS la et 1 b codant pour les 

protéines non-structurales, et les ORFs 2 à 7 pour les composantes du 

virion (en gris). On retrouve des protéases (en mauve) dans l'ORF la. PCP

a et -~ = protéases à cystéine apparentées à la papafue, CP = protéase à 

cystéine et SP = protéase à sérine. L'ORF 1 b code pour les protéines 

responsables de la réplication et de la traduction (en bleu). POL = 

polymérase, MB =domaine de liaison avec cofacteur, HEL= hélicase et 

CID = domaine terminal carboxylé. Adapté de Snijder & Meulenberg, 

1998. 



la 
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SCHÉMA 3 DISPOSffiON EN RÉSEAU DES ARN MESSAGERS SOUS-GÉNOMIQUES DU 

VSRRP. 

Les ORFs traduits pour chaque ARNm sont en jaune, ceux non-traduits 

sont en gris. Le cercle noir entre l'ORFla et l'ORFlb représente la 

séquence glissante permettant à l'ORFlb d'être traduit à la suite de 

l'ORFla. Adapté de Snijder & Meulenberg, 1998. 



5' - la 
3' 

A: rn rn rn AAA 
~~---~·~b--~~~ w 

ARNml 
(ORFs la et lb) 

5' -
5' -

3' rnmmAAA 
Ll...J LiJ Lî1 

5' -

ARNm2 
(ORF2) 

3' m m AAA 
ŒJUJ Lîl 

5' -

ARNm3 
(ORF3) 

3' 
riLm AAA 

u..J L11 
ARNm4 
(ORF4) 

3' 
ijl AAA 

LiJ I1J 

5' -
5' -

ARNm5 
(ORF5) 

3' 
[ji 

LiJ 
AAA 

ARNm6 
(ORF6) 

3' 

w AAA 
ARNm7 
(ORF7) 
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1.6 Cycle de réplication virale 

Le cycle viral du VSRRP débute par la transcription des ORFs la et lb à partir du 

génome lui-même. Cela permet 1' expression des protéines non-structurales ayant des 

fonctions dans la réplication du virus, comme 1 'hélicase, la polymérase et les quatre 

protéases. L'ORF1b est transcrit grâce à une séquence dite« glissante» .située en amont 

d'un pseudo-noeud près de la jonction entre l'ORFla et l'ORFlb, ce qui cause un 

changement de cadre ribosomal (en anglais: ribosomal frameshifting). Suite à cette étape, 

1 'ARN génomique sert de modèle ou de gabarit pour la synthèse d'un brin intermédiaire à 

polarité négative qui lui servira à fabriquer les six brins d' ARNm sous-génomiques 

servant à la production des différentes protéines structurales codées par les ORFs 2 à 7. 

Chacun des brins d'ARNm sous-génomique possède sa coiffe méthylée et üne séquence 

de tête à son extrémité 5' commune non-codante de 200 nucléotid~s et une queue 

polyadénylée de longueur variable à son extrémité 3' (Meulenberg et al., 1993b; 

Conzelmann et al., 1993; Snidjer & Meulenberg, 1998) (voir SCHÉMA 3}. Parce que 

tous les brins ont la même séquence à leur extrémité 3' et que seule leur séquence 

distincte au niveau de leur extrémité 5' est traduite, on dit de ces brins qu'ils sont en 

réseau (en anglais, on utilise les termes "nested" subgenomic rnRNAs). C'est de cette 

caractéristique qu'origine le nom de l'ordre des Nidovirales, nidus signifiant nid en latin 

("nest" est la traduction anglaise pour nid). Les différentes protéines composant le virion 

s'accumulent au niveau du lumen du réticulum endoplasmique lisse (REL) et des 

vésicules de 1' appareil de Golgi. Les capsides nouvellement formées acquièrent leur 

enveloppe lors de leur bourgeonnement au travers de la membrane du REL ou de 

1' appareil de Golgi (Mardassi et al., 1994a; Snijder & Meulenberg, 1998) et sortent de la 

cellule par exocytose (Pol et al., 1991; Dea et al., 1995). 

1. 7 Tropisme 

En général, les Art(1rivirus ont un tropisme assez restreint. L 'EA V infecte spécifiquement 

les chevaux et les ânes, le LDV les souris, le SHFV les singes Africains et Asiatiques de 

différents genres, et le VSRRP infecte les porcs (Snijder & Meulenberg, 1998). In vivo, 
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toutefois, il semble que tous les Arterivirus ont comme principale cible les macrophages 

et les monocytes (Pol & Wagenaar, 1992; Voicu, 1994). Bien que le VSRRP puisse être 

isolé à partir de spermatocytes, spermatides et de cellules épithéliales du canal séminal 

(Sur et al., 1997), et de pneumocytes de type II (Sur et al., 1996), le LDV quant à lui ne 

peut être cultivé que sur des cultures primaires de macrophages. Le SHFV et le VSRRP 

se répliquent dans les cultures primaires de macrophages alvéolaires (P AM) ainsi que 

dans les lignées cellulaires permissives CL2621 et MARC-145, toutes deux dérivées de la 

lignée de cellules de rein de singe MA-104 (Benfield et al., 1992; Kim et al., 1993). 

L 'EA V est cependant moins restrictif, pouvant se répliquer dans différentes lignées de 

cellules de reins provenant de diverses espèces animales ainsi que dans les cultures 

primaires de macrophages. 

1.8 Mode d'infection 

Le VSRRP, ainsi que les autres Arterivirus, sont transmis principalement par la 

voie oronasale. La transmission du VSRRP par aérosols a été observée à quelques 

reprises en Europe, notamment aux Pays-Bas, où la première épidémie en 1995, s'est 

propagée du sud-ouest vers le nord, en partant de la frontière Allemande (pays où la 

première épidémie Européenne fut rapportée en 1990) en suivant le sens du vent 

(Komijin, 1991). Cependant, la persistance du VSRRP dans la semence des mâles 

infectés, via l'infection des spermatides et spermatocytes, soulève l'liypothèse d'une 

possible transmission sexuelle, bien qu'il y ait encore des débats sur l'impact réel de ce 

mode de transmission durant les épidémies de VSRRP (Sur et al., 1997). De surcroît, il a 

également été démontré que la souche vaccinale atténuée du virus, ATCC-VR874, peut 

persister plus de 35 jours dans la semence des verrats (Christopher-Hennings et al., 1998). 

1.9 Principaux signes cliniques 

Les signes .cliniques du SRRP sont extrêmement variables d'un porc à l'autre, 

d'une ferme à l'autre, et même d'une épidémie à l'autre (White, 1992; Albina, 1997). La 

sévérité des symptômes semble être influencée par la souche virale ainsi què par l'âge et 



17 

l'état de santé de l'animal infecté. L'infection peut être sous-clinique ou caràctérisée par 

une grande variété de symptômes, tant au niveau du système respiratoire que du système 

reproducteur. Il arrive souvent que l'infection passe inaperçue au sein d'un troupeau 

pendant un certain temps avant le déclenchement des signes cliniques chez la majorité des 

animaux de la ferme (Meldrum, 1992). Des études ont suggéré que la qualité de 

l'entretien de la ferme, l'état de santé des animaux, le système d'hébergement et la 

quantité de virus étaient tous des facteurs importants pour l'apparition des signes 

cliniques de la maladie (Dee, 1993). Les signes cliniques traduisant une atteinte 

respiratoire peuvent également être multi-factoriels, dû notamment à la présence sur les 

fermes de nombreux autres agents pathogènes à tropisme respiratoire. 

En général, chez les porcelets âgés de moins de huit semaines, les signes cliniques 

les plus souvent observés sont des symptômes de type grippal, associés à une léthargie, 

une baisse d'appétit, une perte de poids, un retard de croissance, de la toux, une 

respiration siftlante et abdominale, de la fièvre de faible amplitude, et de la mortalité en 

bas âge. Chez les porcs plus âgés, on observe généralement peu de signes, mis à part un 

syndrome grippal modéré dans certains cas. Chez les truies gestantes, on observe une 

augmentation du taux d'avortements tardifs, de mises-bas prématurées, de momifications 

foetales, du nombre de porcelets mort-nés ou faibles à la naissance, ainsi qu'un 

allongement anormal de la durée de gestation dans certains cas et de la période de retour 

des chaleurs. En ce qui concerne les verrats, on observe chez ces derniers en plus des 

problèmes respiratoires, une baisse de la qualité du sperme (Albina, 1997). 

Bien que le VSRRP soit bien caractérisé biochimiquement, au niveau moléculaire, 

le syndrome dont il est la cause est plutôt mal défini. L'infection par le VSRRP induit une 

forte infiltration de cellules immunitaires au niveau des poumons, comme c'est le cas pour 

d'autres maladies pulmonaires auto-immunitaires. Cette infiltration est souvent associée à 

des effets sur l'intégrité tissulaire des poumons, notamment un remodelage de la matrice 

extracellulaire. Hors, l'intégrité tissulaire pulmonaire repose sur un fragile équilibre entre 

les protéines de 1~ matrice et l'action de protéases extracellulaires présentes au niveau des 
' 

tissus. C'est pourquoi l'étude de la matrice extracellulaire est essentielle à la 

compréhension, au niveau moléculaire, de la réponse pulmonaire anti-VSRRP. 
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2. La matrice extracellulaire 

2.1 Les composantes structurales de la matrice extracellulaire 

La matrice extracellulaire est formée d'un ensemble d'éléments protéiques 

structuraux constituant l'architecture des différents tissus dont nous sommes constitués. 

La matrice extracellulaire pourrait aussi se définir comme l'ensemble des molécules qui 

sont immobilisées à l'extérieur des cellules. Au cours des dernières années, les 

connaissances au niveau des composantes de la matrice extracellulaire n'ont cessé 

d'augmenter, facilitant ainsi notre compréhension des divers mécanismes et phénomènes 

entourant l'assemblage et le remodelage de cet ensemble complexe favorisant les 

interactions intercellulaires. Les principales composantes structurales de la matrice 

extracellulaire sont les collagènes, les glycoprotéines non-collagéniques et les 

protéoglycans. 

2.1.1 Les protéoglycans 

Les protéoglycans sont des protéines que l'on peut retrouver à la surface des 

cellules, dans les vésicules intracellulaires ou encore incluses dans la matrice 

extracellulaire. Les protéines que l'on classe dans ce groupe ont en commun le même type 

de modification post-traductionnelle impliquant l'ajout d'unités glycosaminoglycan 

(GAG). Les GAGs sont des polysaccharides différents des chaînes d'oligosaccharides liés 

en 0 ou en N que l'on retrouve chez la plupart des protéines sécrétées ou retrouvées à la 

surface des cellules (protéines glycosylées ), et qui peuvent constituer jusqu'à 95% de la 

masse du protéoglycan (Kjellen & Lindahl, 1991). On croit que les groupement GAGs 

auraient une forte influence sur les qualités biochimiques et réguleraient les fonctions des 

protéines qui possèdent de tels groupements (Jackson et al., 1991). Les unités GAG des 

chaînes polysaccharides sont formées de deux monosaccharides qui alternent le long de la 

chaîne de longueur variable, et qui sont par la suite modifiés. On retrouve plusieurs 

différentes chaînes GAG, liées à une même protéine se trouvant ainsi au centre de l'entité 

appelée protéoglycan (voir SCHÉMA 4A). Parmi la famille des protéoglycans, on 
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retrouve l'héparine et l'héparan sulfate, le chondroitin sulfate (ex. aggreéan, versican), le 

dermatan sulfate, le kératan sulfate et l'acide hyaluronique (voir section 2.1.4). Plusieurs 

molécules de la matrice extracellulaire s'y lient, comme les laminines (section 2.1.5), les 

fibronectines (section 2.1.3) et les collagènes (section 2.1.6). Les protéoglycans peuvent 

également se lier à divers facteurs de croissance (FGF, PDGF, VEGF, TGF-.B, IFN-y, 

chimiokines) leur permettant d'influencer les réponses extracellulaires, et ils peuvent aussi 

se lier à des molécules d'adhésion (NCAM, PECAM-1, sélectines) régulant les 

interactions intercellulaires et cellule-matrice (Fransson et al., 1986; Hardingham & 

Fosang, 1992). Par exemple, l'héparine et l'héparan sulfate se lient notannnent à des 

protéases ( élastase, cathepsine G) et des inhibiteurs de protéases de la cascade de la 

coagulation sanguine ( antithrombine rn, thrombine), régulant ainsi 'l'activité de ces 

enzymes (Jackson et al., 1991). Au niveau du cartilage, le protéoglycan aggrecan se lie à 

l'acide hyaluronique via une protéine liante pour former un agrégat Qlulti-moléculaire 

donnant ses propriétés particulières (i.e. grande résistance à la force de tension) au 

cartilage (Hardingham & Fosang, 1992). 

2.1.2 L'élastine 

On retrouve l'élastine dans les tissus où l'extensibilité et la déformation sont 

cruciales à leurs fonctions et à leur intégrité, comme par exemple les grosses artères, les 

poumons, et la peau. L'élastine tient son importance physiologique de ses propriétés 

élastiques uniques. L'élastine est tout d'abord sécrétée sous une forme. soluble, la 

tropoélastine (70kDa) (révisé par Mecham, 1999). Cette molécule est constituée d'une 

alternance entre des domaines hydrophobiques (glycine, proline et valine) et des 

domaines rigides (paires de résidus lysine situées au travers de séquences très riches en 

alanine ou en proline) ayant la capacité de former des ponts intermoléculaires (voir 

SCHÉMA 4B). Ce sont les domaines hydrophobiques qui sont considérés comme 

importants pour la propriété élastique de cette protéine. En effet, Gosline & Rosenbloom 

(1984) ont proposé un modèle selon lequel les groupements libres non-polaires des acides . 
aminés formant les chaînes polypeptidiques sont exposés aux molécules d'eau lorsque 

l'élastine est étirée par un force externe. Ensuite, les groupements non-polaires se 
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SCHÉMA 4 LES PRINCIPALES COMPOSAN1ES DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE. 

A) Exemple de protéoglycan formé d'une protéine à laquelle sont rattachés 

des unités GAG (glucosaminoglycan) de différentes longueurs et 

composition. Adapté de Lander, 1999. 

B) Schéma représentant l'agencement des différents domaines composant 

l'élastine. Les domaines hydrophobes sont en noir, les domaines riches en 

lysine et en alanine sont en blanc et les domaines riches en lysine et en 

proline sont en gris. Adapté de Mecham, 1990. 

C) Représentation de l'agencement des différents types de modules 

composant les domaines structuraux et fonctionnels d'une molécule de 

fibronectine. Adapté de Mosher, 1989 et de Hynes, 1990. 

type 1 Q type II type rn épissage alternatif du type rn 

D) Représentation de l'acide hyaluronique à la surface d'une cellule. 

Adapté de Laurent, 1989. 

E) Molécule de laminine montrant les trois types de chaînes organisées en 

forme de crucifix. Adapté de Martin & Timpl, 1987. 
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réaggrègeraient en expulsant les molécules d'eau lorsque la force externe disparaît. Dans 

les tissus, l'élastine peut être retrouvée sous trois formes majeures: (1) sous forme de 

petites fibres de différentes longueur ressemblant un peu à de la corde, comme dans le cas 

des ligaments, des poumons et de la peau; (2) sous forme de feuillets concentriques ou 

lamelles, comme dans les grosses artères (ex. aorte); et (3) sous fo~e d'alvéoles de 

ruches d'abeilles, comme dans les cartilages élastiques. Les domaines ·rigides, quant à 

eux, sont responsables des interactions de l'élastine avec les desmosines et les 

isodesmosines retrouvées dans les jonctions tissulaires (Eyre et al., 1984 ). 

2.1.3 Les fibronectines 

Les fibronectines sont des glycoprotéines multi-adhésives de haut poids 

moléculaire dont les différentes formes (iso formes) résultent d'un épissage alternatif 

(French-Constant, 1995). Initialement, la fibronectine est sécrétée sous forme dimérique 

soluble, mais une fois au niveau de la matrice extracellulaire, d~ polymères de 

fibronectine de haut poids moléculaire se forment (Heinegard & Oldberg, 1989; Hynes, 

1990). Chaque sous-unité de fibronectine est faite d'une série d'unités composées de trois 

types de modules (I,II,ITI) qui sont répétés, formant des domaines structuraux et 

fonctionnels spécialisés dans l'adhésion aux récepteurs cellulaires, la migration, la 

différentiation et l'organisation du cytosquelette (voir SCHÉMA 4C) (H}'nes, 1990). Les 

fibronectines sont fortement exprimées chez l'embryon ainsi que chez l'adulte, au niveau 

des régions où il y a une morphogenèse active, une migration cellulaire, ou encore de 

l'inflammation. La principale fonction des fibronectines est de lier les cellules aux autres 

composantes de la matrice extracellulaire (Heinegard & Oldberg, 1989). 

2.1.4 L'acide hyaluronigue 

L'acide hyaluronique est un polysaccharide de fort poids moléculaire fortement 

anionique composé de disaccharides répétés de B1-4-glucoronate et de 61-3-N

acetylglucosamine. Tel que discuté précédemment (section 2.1.1), l'aci?e hyaluronique 

fait parti de la famille des protéoglycans, bien que contrairement aux autres GAGs, l'acide 
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hyaluronique n'est pas lié de manière covalente avec les protéines et ne contient pas de 

sulfate (Laurent, 1992). L'acide hyaluronique est un composant fort répandu de la matrice 

extracellulaire et de la face externe des membranes cellulaires. TI est rattaché à ces deux 

structures via des protéines, les hyaladhérines (CD44, RHAMM) (Toole, 1997). L'acide 

hyaluronique forme ainsi un réseau étendu, rigide, torsadé et enroulé sur .lui-même (Voir 

SCHÉMA 4D) emprisonnant une grande quantité d'eau, et lui conférant ainsi une grande 

viscosité (Laurent, 1992). Par exemple, une molécule d'acide hyaluronique occupe un 

volume environ 1000 fois supérieur à celui prédit par sa masse moléculaire (Jackson et 

al., 1991). On retrouve de grandes quantités d'acide hyaluronique dans le liquide 

synovial, au niveau du cordon ombilical, de la plèvre, du derme et du tissus sous-cutané, 

où il maintient une certaine balance osmotique, régule l'adhésion cellulaire ou encore 

contribue à l'hydratation de la matrice extracellulaire (Laurent, 1992). 

2.1.5 Les laminines 

Les laminines constituent une famille de protéines formées d'hétérotrimères de 

chaînes a (300-400 KDa), B, et y (ou B2) (180-200 KDa) principalement co-localisées au 

niveau des membranes basales (Engel, 1992). La forme tridimensionnelle des laminines, 

telle qu'observée au microscope électronique, est celle d'une structure ayànt la forme d'un 

trident (\If) (voir SCHÉMA 4E), formé d'un long bras (80 nm) et de deux ou trois bras 

plus courts (40nm) (Beek et al., 1990; Engel, 1992). Le long bras est fait d'un domaine en 

forme de ressort constitué de la partie carboxylée des trois chaînes, ainsi que du domaine 

globulaire de l'extrémité carboxylée de la chaîne a (Sasaki et al., 1988). Les bras plus 

courts sont formés de chaînes uniques terminées par des domaines globulaires (Beek et 

al., 1990; Engel, 1992). Les laminines peuvent interagir entre elles de manière 

homotypique ou hétérotypique, interagir avec d'autres ligands extracellulair~s, notamment 

le collagène de type IV au niveau des membranes basales (Yurchenco & Schittny, 1990), 

et rendre possible des interactions cellulaires par l'entremise de différents récepteurs . 
membranaires (intégrines ou autres) (Ekblom & Timpl, 1996). 
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2.1.6 Les collagènes 

Le collagène est la structure moléculaire la plus importante en poids moléculaire 

et en nombre de molécules présentes dans la matrice extracellulaire. Elle constitue 

également la protéine la plus abondante du règne animal (Parry, 1988). Les 16 différents 

types de collagène répertoriés chez les mammifères sont formés à partir de quelques 30 

chaînes polypeptidiques génétiquement distinctes se retrouvant dans les différents tissus 

d'un même animal (Vuorio & de Crombrugghe, 1990; van der Rest & Bruckner, 1993). 

Le collagène est tout d'abord fabriqué sous forme soluble monomérique appelé 

tropocollagène et est constitué de 3 chaînes d'acides aminés appelées chaînes ex. (alpha) 

(voir SCHÉMA 5) qui sont chacune enroulées sur elles-mêmes dans le sens anti-horaire 

(lévogyre). Ces chaînes sont formées par quelques 1050 acides aminés, dont près de 1000 

forment 1 'hélice centrale. La glycine constitue plus de 30% du total en acide·s aminés des 

chaînes, la proline et 1 'hydroxyproline constituent quant à elles de 15 à 30% des acides 

aminés. On retrouve également de la lysine et de l'hydroxylysine ~ans les chaînes 

formant la molécule de collagène. On retrouve ces acides aminés organisés selon le motif 

répété Gly-X-Y (X et Y représentant des acides aminés quelconques mais différents). La 

proline souvent retrouvée en position Y, confère la structure hélicoïdale lévogyre aux 

chaînes ex. (SCHÉMA SA) (Engel & Prockop, 1991). C'est la répétition de la glycine (plus 

petit acide aminé) à tous les trois acides aminés qui permet aux trois chaînes ex. de 

s'imbriquer les unes dans les autres afin de former la triple hélice à rotation horaire 

(dextrogyre) qui constitue la molécule de collagène (voir SCHÉMA 5B~. Les nombreux 

types de collagène diffèrent entre eux par la longueur du segment hélicoïdal des chaînes, 

ainsi que par la forme tridimensionnelle des segments qui interrompent ~es triples hélices, 

c'est-à-dire les extrémités carboxylées et aminées des polypeptides ·(Vuorio & de 

Crombrugghe, 1990). Les formes les plus abondantes, dites "classiques" sont les 

collagènes de type 1, TI et m. Ceux-ci font partie des collagènes dits fibreux, c'est-à-dire 

qu'ils sont formés majoritairement de chaînes ex. constituées à 90% ·de la répétition 

Glycine-X-Y et formant des fibrilles in vivo (voir SCHÉMA 5C et 5D) (Jones & Miller, 

1991). Les fibrilles sont formées à partir de plusieurs molécules de collagène d'un même 

type placées les unes adjacentes aux autres afin de former des fibres de 50 à 200 mn de 
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diamètre (Parry, 1988). Dans ces fibrilles, les molécules de collagène sont également 

décalées les unes par rapport aux autres (Parry, 1988; Jones & Miller, 1991 ). Les 

molécules de collagène individuelles sont liées les unes aux autres à l'intérieur des 

fibrilles par des ponts moléculaires covalents entre les lysines et hydroxylysines des 

extrémités carboxylées d'une molécule de collagène et les résidus similaires des 

extrémités aminées d'une molécule adjacente (Eyre et al., 1984). Ce sont ces liens qui 

donnent leur force aux fibrilles de collagènes. Les fibrilles de collagène contiennent 

généralement plus d'un type de collagène et sont arrangés en différents motifs dans 

différents tissus (Lisenmayer et al., 1990). Dans les tendons, on retrouve des groupes de 

fibrilles parallèles, des couches s'entrecroisant dans la cornée et des spirales dans les os. 

Dans le collagène de type IV, qui n'est pas de type fibreux par contre, les 

domaines à hélices sont séparés les uns des autres par des domaines globulaires (très 

flexibles). Cet arrangement a la particularité de former une structure erl feuillets qui se 

trouve presqu'exclusivement au niveau des membranes basales (Yurchenco & Ruben, 

1987). Cette grande flexibilité confère également à la structure une plus grande 

susceptibilité aux protéases. 

Au niveau du poumon, le collagène de type I constitue la protéine structurale 

majeure (Goldstein, 1991). On retrouve également, en moindre quantité, de nombreux 

autres types de collagène (Bradley et al., 1974), dont le collagène de type II au niveau du 

cartilage de la trachée et des bronches et le collagène de type Ill qui est sécrété par les 

fibroblastes (Rance et al., 1976). On retrouve également une petite quantité de collagène 

de type VI au niveau des vaisseaux sanguins et des bronches, ainsi que dans l'espace 

interstitiel en général; quantité qui est augmentée lors de phénomènes engendrant la 

fibrose des tissus endommagés au niveau des poumons (Specks et al., 1995). 

La matrice extracellulaire ne se limite pas à ces composantes structurales. En effet, 

nombre de cellules et d'enzymes protéolytiques sont enchevêtrée dans la matrice 

extracellulaire. Les protéases extracellulaires et leurs inhibiteurs font partie de cet 

ensemble dynamique et sont responsables du maintient de son homéostasie. 
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SCHÉMA 5 REPRÉSENTATION DU COLLAGÈNE FffiREUX. 

A) Chaîne alpha du collagène type 1. 

B) Assemblage de trois chaînes formant une molécule de collagène en 

hélice. 

C) Disposition des molécules de collagène dans un fibrille. 

D) Photographie en microspcopie électronique d'un fibrille de collagène. 

Adapté de Voet & Voet, 1995. Photo tirée de Voet & Voet, 1995. 



A) 
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2.2 Les protéases extracellulaires 

Plusieurs types d'enzymes protéolytiques sont impliquées dans les divers 

phénomènes de dégradation de la matrice extracellulaire et de molécules à la surface des 

cellules. Ainsi, les protéases extracellulaires et leurs inhibiteurs respectifs ont un rôle 

important à jouer dans divers processus physiologiques comme l'embryogénèse, la 

résorption osseuse et la réparation de tissus, ainsi que dans des processtis pathologiques 

tels le cancer et les mécanismes inflammatoires comme l'arthrite rhumatoïde . 

Les différentes protéases (protéinases, peptidases ou enzymes. protéolytiques) 

impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire sont classées selon la 

particularité de leur site catalytique. On retrouve quatre grandes familles d'enzymes; les 

protéases à sérine, les protéases à cystéine, les protéases aspartiques et les 

métalloprotéases. Toutes sont d'abord sécrétées sous forme de pro-enzymes et doivent 

être activées par protéolyse ou par une augmentation significative du pH. Habituellement, 

le clivage d'un seul lien peptidique est nécessaire pour libérer l'enzyme active. Ces 

enzymes possèdent un numéro officiel de classification. Cette classification fut proposée 

initialement par la Commission sur les Enzymes (Webb, 1993) et est maintenant révisée 

régulièrement par le comité de nomenclature de l'Union Internationale de Biochimie et de 

Biologie Moléculaire (NC-IUBMB). On peut d'ailleurs consulter la liste qui est mise-à

jour périodiquement sur le site officiel de cette association 

(http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/enzyme/index.html). 

2.2.1 Les protéases à sérine ŒC 3.4.21) 

Les protéases à sérine possèdent un mécanisme catalytique commun caractérisé 

par la présence d'une sérine hautement réactive au niveau de leur site actif. Elles sont 

reconnues facilem~nt à leur triade catalytique caractéristique formée de résidus histidine, 

acide aspartique et sérine (pas nécessairement dans cet ordre). Elles se lient à leur substrat 

de manière covalente, et leur groupement hydroxyle agit en nucléophile attaquant le lien 
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peptidique (Takahashi et al., 1988). Historiquement, les protéases à sérine ont été 

caractérisées à partir des enzymes digestives du pancréas. On ne retrouve pas seulement 

les protéases à sérine au niveau du tube digestif (trypsine- EC 3.4.21.4, chimotrypsine

EC 3.4.21.1 et élastase pancréatique- EC 3.4.21.36) (Northrop et al., 1939; Bal6 & 

Banga, 1949), mais également parmi les facteurs de coagulation (thrombine- EC 3.4.21.5 

et plasmine- EC 3.4.21.7) (Lundblad et al., 1976). Les protéases à sérine peuvent aussi 

être sécrétées par des cellules du système immunitaire, soient les mastocytes ( chymase et 

tryptase ), les lymphocytes, les monocytes ( élastase des leucocytes) et les neutrophiles 

( élastase des leucocytes et cathepsine G ); ces dernières se retrouvant toutes au niveau 

pulmonaire. 

Au niveau des protéases de la matrice extracellulaire, les protéases à sérine sont 

responsable de l'activation de toute une série d'enzymes, dont la cascade des 

métalloprotéases (section 2.2.4). 

2.2.1.1 L'élastase des leucocytes ŒC 3.4.21.37) 

Identifiée en 1968 par Jano:ff & Scherer, l'élastase des leucocytes est l'une des 

protéases les plus abondantes retrouvée dans les granules des · leucocytes 

polymorphonucléaires (PMNs) (Liou & Campbell, 1995). Cette localisation cellulaire 

permet à l' élastase d'être re larguée très rapidement et en très grande quantité sous forme 

active dans le milieu extracellulaire. Cette protéase a un champ d'action très vaste de par 

sa grande variété de substrats et sa capacité à activer d'autres protéases extracellulaires. 

Entre autre, l'élastase des leucocytes peut cliver l'élastine, le collagène de type 1, Il, ill, 

IV, VIII, IX, X et Xl (Pipoly & Crouch, 1987; Gadher et al., 1988; Kittelberger et al., 

1992), la fibronectine, la laminine (Heck et al., 1990), le protéoglycan du cartilage 

(Janusz & Doherty, 1991). Elle peut également activer par clivage des métalloprotéases 

de la matrice (MMPs ), comme les procollagénases, les prostromélysines et les 

progélatinases (Rice & Banda, 1995). Elle clive aussi des médiateurs importants de la 

réponse immune cqmme les lgGs, les IgMs, les molécules du complément C3 et CS, ainsi 

que différents facteurs de coagulation (Turkington, 1991; Anderssen et al., 1993), en plus 

de CD2, CD4 et CD8 (Doring et al., 1995), ICAM-1 (Champagne et al., 1998), et IL-2 
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(Ariel et al., 1998). Ainsi, elle est considérée comme jouant wt rôle important dans la 

pathologie de diverses maladies comme l'emphysème pulmonaire et la fibrose kystique 

(voir section 2.3). 

2.2.1.2 La cathepsine G ŒC 3.4.21.20) 

La cathepsine G est responsable d'wte activité similaire à la chimotrypsine dans 

les neutrophiles (Dewald et al., 1975). Dans la cellule, cette enzyme possédant wte forte 

activité antibactérienne est responsable de la dégradation des particules phagocytées. Une 

fois relarguée dans le milieu extracellulaire, la cathepsine G est notamment connue pour 

la dégradation de la laminine, du fibrinogène, de la caséine, des protéoglycans, de 

l'hémoglobine, ainsi que des télopeptides des collagènes de type 1 et ll (Starkey, 1977; 

Roughley & Barrett, 1977), et pour l'activation d'autres protéases extracellulaires comme 

les stromélysines (section 2.2.4.2) et les collagénases (section 2.2.4.1) (Okada et al., 

1989; Capodici et al., 1989). Tout comme l'é1astase des leucocytes, la c·athepsine G est 

également retrouvée dans les granules des PMNs où elle est responsable de la dégradation 

des particules phagocytées, et peut elle aussi endommager la ma!tice pulmonaire 

lorsqu'elle est relarguée en grande quantité sous forme active (voir section 2.3). 

2.2.1.3 La tryptase des mastocytes ŒC 3.4.21.59) 

La tryptase fut découverte comme wte enzyme détectée dans les granules des 

mastocytes et possédant wte activité similaire à la trypsine (Glenner & Cohen, 1960). 

Cette enzyme tétramérique représente 20% du contenu protéique total . des mastocytes 

(Schwartz et al., 1981). Tout comme l'élastase et la cathepsine G, la tryptase se retrouve 

dans des granules sous sa forme active, et elle est sécrétée massivement suite à 

l'activation des mastocytes (Schwartz et al., 1981). La tryptase possède la capacité de 

dégrader la fibronectine, d'activer l'enzyme MMP-2 (Lohi et al., 1992) et d'induire le 

relargage de l'histamine par les mastocytes (Shaoheng et al., 1998). La tryptase, ainsi que 

d'autres protéases, sont impliquées dans les mécanismes responsables de l'asthme (révisé 

par Bames, 1992). 
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2.2.1.4 La chymase des mastocytes ŒC 3.4.21.39) 

Tandis que la tryptase possède une activité similaire à la trypsine, la éhymase est 

plutôt apparentée à la chimotrypsine (Fukami et al., 1998). Cette protéase est un 

médiateur important de la réponse d'hypersensibilité de type 1 au niveau de la peau et des 

voies respiratoires. En plus de générer l'angiotensine II (Caughey et al., 2000), la 

chymase peut dégrader les composantes de la matrice extracellulaire comme le collagène 

de type IV (Schechter et al., 1986), activer les procollagénases et générer les cytokines et 

autres peptides bioactifs par clivage (Fukami et al., 1998). Tout comme l'élastase des 

leucocytes, la chymase possède un puissant pouvoir sécrétoire, c'est-à-dire qu'elle induit 

une forte sécrétion de mucus au niveau des glandes sous-mucosales de la voie respiratoire 

(Nadel, 1991), et peut potentiellement compliquer la pathogénèse de la réponse 

inflammatoire. 

2.2.1.5 Les inhibiteurs des protéases à sérine 

Les inhibiteurs naturels des protéases à sérine étant libérés dans le milieu 

extracellulaire sont généralement présents dans le sérum. lls sont très importants en ce qui 

a trait à la régulation de l'activité des protéases extracellulaires. L'alpha-1-protéinase 

inhibiteur (a1-PI, 53 kDa), alpha-1-antitrypsine (a1-AT, 52kDa) et l'alpha-2-

macroglobuline (a2-mg, 725 kDa) sont les principaux inhibiteurs naturels des protéases à 

sérine, tandis que l'aprotinine est un inhibiteur synthétique de cette classe d'enzymes. 

Pour ce qui est de l'élastase des leukocytes, on retrouve également au niveau sérique 

l'inhibiteur sécrétoire de la leukoprotéase (SLPI, 11,7 kDa), l'élafine (6 kDa) et la 

thrombospondine (protéine des plaquettes). La chymase et la tryptase des mastocytes 

quant à elles peuvent être inhibées par les inhibiteurs synthétiques ·chymostatin et 

trypstatin, respectivement (Powers et al., 1985). 

De par leur influence sur l'activité protéolytique nette, les inhibiteurs de protéases 

sont déterminants 4ans certaines maladies dégénératives. Par exemple, une anomalie 

génétique du gène codant pour l'a1-PI est responsable d'une variante héréditaire de 

l'emphysème pulmonaire (Crystal, 1996). 
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2.2.2 Les protéases à cystéine ŒC 3.4.22) 

Les protéases à cystéine sont des enzymes sulfhydriques, c'est-à-dire qu'elles 

nécessitent la présence d'un groupement sulfhydride libre pour leur activité catalytique. 

Leur action dépend d'un résidu cystéine situé au niveau de leur site actif et retrouvé au 

sein d'une dyade catalytique formée de résidus de cystéine et d'histidine (cys/his ou . 
his/cys). Tout comme les protéases à sérine, les protéases à cystéine forme un lien 

covalent avec leur substrat, et les acides aminés de leur site actif servent de nucléophile, 

attaquant le lien peptidique du substrat. Les enzymes types de cette famille sont la 

papaïne et la bromélaïne, deux enzymes d'origine végétale. Chez les mammifères, les 

enzymes de cette famille sont les cathepsines lysosomales B, H, L, K et S. Bien que leur 

pH optimal soit acide (c'est pourquoi les protéases lysosomales sont quélquefois appelées 

protéases acides), elles sont tout de même encore actives à pH neutre (i.e. lorsque 

relarguées dans le milieu extracellulaire) (Barrett & Kirschke, 1981). Lorsque ces 

protéases d'origine lysosomale se retrouvent sécrétées dans le milieu extracellulaire, elles 

peuvent aggraver certaines pathologies inflammatoires. 

2.2.2.1 La cathepsine B ŒC 3.4.22.1) 

La cathepsine B fut le premier membre de la famille des cathepsines.lysosomales 

à être identifié, initialement au niveau de la rate (Fruton et al., 1941). Elle est associée au 

système intracellulaire de dégradation des protéines, mais peut également être retrouvée 

au niveau du cytoplasme, du noyau et de la membrane plasmique. La cathepsine B peut 

aussi être sécrétée dans le milieu extracellulaire et alors être associée à la présence de 

tumeurs (Berquin & Sloane, 1996), à diverses maladies inflammatoires du système 

respiratoire (Burnett et al., 1995) ainsi qu'à des désordres de articulations et des os 

(Buttle, 1994 ). 
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2.2.2.2 La cathepsine H ŒC 3.4.22.16) 

La cathepsine H est une enzyme lysosomale très proche de la cathepsine B, 

découverte par purification de lysosomes provenant de foie de rats (Kirschke et al., 

1977b ). Cette enzyme est exprimée par tous les types de cellules chez les mammifères, 

bien que la plus forte concentration de cette enzyme est retrouvée au niveau des reins 

(Kominami et al., 1985). Elle possède une activité élastolytique (Xin et al., 1992). 

L'expression de l'ARNm codant pour la cathepsine H est augmentée par la présence de 

l'IFN-y (Lafuse et al., 1995), ce qui suggère que la cathepsine H pourrait avoir un rôle à 

jouer dans la présentation d'antigènes, étant donné que l'augmentation de l'expression de 

l'ARNm codant pour la cathepsine H correspond temporellement avec l'apparition de 

l'ARNm codant pour le CMH de classe TI et de la chaîne invariante dans les macrophages. 

La cathepsine H est la seule parmi les protéases à cystéine ribosomale à posséder à la fois 

une activité endopeptidase et aminopeptidase, les autres n'étant que des endopeptidases 

(Kirschke et al., 1977). 

2.2.2.3 La cathepsine L ŒC 3.4.22.15) 

La cathepsine L est une enzyme associée à la protéolyse lysosomale qui a été 

isolée à partir de cellules de foie de rats par l'équipe de Bohley en 1971, et puis 

caractérisée plus en détails quelques années plus tard par l'équipe de Kirschke (1977a). 

Elle est capable de cliver des protéines cytosoliques (Bohley & Seglen, 1992), le 

collagène (Kirschke et al., 1982) et l'élastine (Mason et al., 1986). La présence du 

précurseur de cette enzyme, appelé protéine excrétée majeure (MEP), dans le milieu 

extracellulaire, a été associé à la croissance tumorale (Gottesman, 1978). · 

2.2.2.4 La cathepsine K ŒC 3.4.22.38) 

La cathepsine K est une enzyme très particulière de par sa localisation tissulaire 
' 

unique. En effet, on la retrouve surtout au niveau des cartilages articulaires et des os 

(Rantakokko et al., 1996) où elle est produite par les ostéoclastes (Tezuka et al., 1994). 
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On attribue donc un rôle crucial à cette enzyme au niveau de la résorption osseuse, de par 

sa grande activité collagénolytique contre le collagène de type 1 (qui constitue près de 

90% de la matrice organique des os), ainsi que sa grande activité gélatinolytique et 

élastolytique (Bromme et al., 1996). La cathepsine K est également capable de cliver 

l'ostéonectine (Bossard et al., 1996). Chez l'humain, cette enzyme est responsable d'une 

maladie génétique appelée pycnodysostose, impliquant de sérieuses anomalies osseuses 

(ex. nanisme) et caractérisée par l'insertion et la modification de codons "stop" (antisens) 

à l'intérieur du gène codant pour la cathepsine K (Gelb et al., 1996). 

2.2.2.5 La cathepsine S ŒC 3.4.22.27) 

La cathepsine S fut tout d'abord purifiée à partir de ganglions provenant de veaux 

(Turnsek, 1975). Elle est différente mais très apparentée à la cathepsine L. Bien que les 

autres cathepsines {B, K et L) garde une certaine activité à pH neutre, la cathepsine S est 

celle qui reste le plus efficace dans les conditions physiologiques (Kirschke et al., 1989). 

La cathepsine S démontre une activité collagénolytique (Kirschke et al., 1989) et 

élastolytique (Xin et al., 1992). La cathepsine S est moins abondante au. niveau des tissus 

que les cathepsines L et H; les niveaux les plus élevés ont été répertoriés dans les 

ganglions lymphatiques, la rate, les macrophages et autres phagocytes. Les fonctions 

physiologiques normales de la cathepsines S impliquent la dégradation des protéines dans 

les lysosomes (Rakoczy et al., 1994) ainsi que le chargement et le clivage de la chaîne 

invariante associée au CMH de classe II (Riese et al., 1996). La cathepsme S a également 

été suggérée comme pouvant être impliquée dans la pathogénèse de la maladie 

d'Alzheimer (Munger et al., 1995; Lemere et al., 1995) ainsi que dans des maladies 

dégénératives associées aux cellules phagocytaires mononucléaires (Reddy et al., 1995). 

2.2.2.6 Les inhibiteurs de protéases à cystéines 

L'inhibiteur synthétique de la famille des protéases à cystéines est le E-64, et c'est 

un inhibiteur irréversible. Les cathepsines lysosomales à cystéine sont naturellement 

inhibées par l'a2-mg (Starkey & Barrett, 1973), les inhibiteurs de la famille des cystatines 
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(Barrett, 1986) et de la famille des équistatines (pour la cathepsine B) (Lenarcic et al., 

1997). 

2.2.3 Les protéases aspartiques œc 3.4.23) 

Aussi appelées protéases acides ou carboxyliques, les protéases aspartiques 

possèdent une dyade catalytique formée de deux résideus d' acide aspartique au niveau de 

leur site actif. Leur pH optimal est acide, et contrairement aux protéases à sérine et à 

cystéine, c'est une molécule d'eau qui agit à titre de nucléophile pour ces protéases, et non 

un acide aminé provenant de la chaîne polypeptidique. Le résidu acide aspartique sert 

donc de ligand à la molécule d'eau activée. Toutes les protéases aspartiques sont des 

endopeptidases et sont initialement synthétisées sous forme de zymogènes. Chez les 

mammifères, les protéases aspartiques comprennent la cathepsine E et la· cathepsine D et 

des enzymes gastriques comme la pepsine (EC 3.4.23.1) et la gastrine (EC 3.4.23.3). 

2.2.3.1 Cathepsine D ŒC 3.4.23.5) 

La cathepsine D est un des constituants majeurs des lysosomes (Dean & Barrett, 

1976) et elle se retrouve dans la plupart des types cellulaires des mammifères (Sakai et 

al., 1989). Elle est impliquée dans le recyclage des protéines cellulaires ainsi que dans le 

remodelage tissulaire, notamment au niveau du tractus digestif (Saftig et al., 1995). On 

lui attribue également un rôle dans la présentation d'antigènes de par. la capacité de la 

pepstatin (voir section 2.3.3) à inhiber le clivage de la chaîne invariante associée au 

CMH de classe II (Marie et al., 1994). On retrouve une surexpression de cathepsine D 

dans des tumeurs du sein et des lignées provenant de telles tumeurs (Rocherfort, 1990), et 

on l'utilise même comme marqueur pronostique dans cette maladie, bien qu'on ne 

connaisse pas encore le rôle exact de cette protéase dans l'étiologie de la maladie 

(Westley & May, 1,999). On attribue également à cette protéase un rôle .au niveau de la 

régulation de l'apoptose, ce qui pourrait expliquer son implication au ni~eau des tumeurs 

(Saftig et al., 1995). 
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2.2.3.2 Cathepsine E ŒC 3.4.23.34) 

Découverte après la cathepsine D, la cathepsine E est retrouvée dans un éventail 

de cellules plus restreint (Lapresle et al., 1986). On la retrouve également dans les 

couches épithéliales du tractus gastro-intestinal, au niveau des poumons, des reins, de la 

vessie, de la rate, du thymus et autres organes lymphoïdes (Arbustini et al., 1994). On la 

retrouve dans les globules rouges (érythrocytes) (Yonezawa & Nakamura, 1991). 

D'ailleurs, l'hémoglobine semble être son substrat spécifique et est même utilisée pour 

faire des zymogrammes (Jupp et al., 1988). La cathepsine E n'est pas considérée comme 

une enzyme lysosomale et n'est pas non plus sécrétée; on la retrouve plutôt au niveau de 

vésicules associées au réticulum endoplasmique et compartiments endosomaux (Bennet et 

al., 1992), à l'exception des érythrocytes matures, où on la retrouve associée à la face 

cytosolique de la membrane plasmique (Ueno et al., 1989). On croit qu'elle pourrait avoir 

un rôle à jouer dans la synthèse de l'endothéline (Lees et al., 1990), dan~ la présentation 

d'antigènes et le clivage de la chaîne invariante (Bennet et al., 1992) ainsi que dans la 

dégénération du cerveau associée au vieillissement (Nakanishi et al., 1994). Une forme 

mutée instable de cette enzyme a été retrouvée dans des cellules gastriques cancéreuses 

(Aoki et al., 1995). 

2.2.3.3 Les inhibiteurs de protéases aspartiques 

La pepstatin est l'inhibiteur synthétique le plus couramment utilisé pour inhiber 

l'action des protéases aspartiques. L'inhibiteur physiologique connu de ces enzymes est 

l'a2-mg, bien que ce dernier ne puisse plus agir très efficacement en deçà d'un pH de 6.2 

(Thomas et al., 1989). 

2.2.4 Les métalloprotéases œc 3.4.24) 

Les métalloprotéases forment un groupe très diversifié d'enzymes, dont plus de la 

moitié se reconnaissent par le motif HEXXH qui est responsable de l'interaction avec le 

zinc, un ion nécessaire à 1' activité protéolytique des métalloprotéases. Au niveau de la 
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matrice extracellulaire, une famille particulière de ce groupe d'enzyme retient notre 

attention, ce sont les métalloprotéases de la matrice (MMP). Tout comme les protéases 

aspartiques, les MMPs utilisent une molécule d'eau activée comme nucléophile attaquant 

le lien peptidique. Dans le cas des MMPs, c'est l'atome de zinc qui est responsable de 

l'activation de la molécule d'eau. Cet atome de zinc est maintenu en plac~ par des acides 

aminés particuliers (His et Glu), généralement au nombre de trois. Chez les MMPs, il y a 

deux atomes de zinc, et donc trois résidus histidine et un résidu acide glutamique. Le 

calcium sous forme ionique est un cofacteur requis pour 1' attachement des MMPs à leur 

substrat, et donc nécessaire pour l'activité catalytique. Le calcium permet à l'enzyme de 

se maintenir dans la conformation (structure tertiaire) nécessaire à ses fonctions 

catalytiques. L'EDTA (l'acide éthylènediamine tétra-acétique) peut donc inhiber 

l'activité collagénolytique en séquestrant les ions calcium. Les MMPs possèdent des 

substrats différents qui peuvent parfois se chevaucher, mais si elles sont toutès réunies, 

elles sont capables de dégrader pratiquement toutes les molécules formant la matrice 

extracellulaire. Chez les mammifères, les MMPs ont évolué pour la dégradation du 

collagène et autres protéines de la matrice extracellulaire. Cinq principales 

caractéristiques servent à définir les MMPs: (1) elles partagent des séquences en acides 

aminés; (2) leur activité protéolytique est inhibée par les inhibiteurs tissulaires des MMPs 

- TIMPs (abréviation tirée de l'anglais «tissue inhibitors of MMPs »); (3) elles sont soit 

sécrétées, soit transmembranaires, mais sont toutes retrouvées sous forme de proenzymes 

qui ont besoin d'être activés ; ( 4) leur site actif contient un ion zinc (Zn2
) et. nécessite un 

second cofacteur comme le calcium (Ca2
) pour sa conformation; (5) leur activité est 

maximale aux conditions de pH physiologique. 

Les MMPs sont impliquées dans de nombreuses maladies dégénératives. Dans les 

conditions normales toutefois, elles sont notamment impliquées dans l'attachement du 

trophoblaste à la paroi utérine, le développement de 1' embryon, le remodelage de 

l'endomètre, l'ovulation et l'angiogénèse. Il y a plus d'une vingtaine (là numérotation va 

jusqu'à 26, mais certains numéros ne sont pas attribués) de MMPs répertoriées à ce jour. 

Les MMPs sont so_us-classées selon leur spécificité de substrat et l'homologie de leurs 

domaines respectifs (voir SCHÉMA 6). On retrouve donc dans les sections suivantes, les 

collagénases interstitielles, les stromélysines, les gélatinases, les MMPs membranaires et 
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les MMPs non classées. Les MMPs les rmeux caractérisées à ce j'our seront donc 

présentées ici. 

2.2.4.1 Les collagénases 

Les collagénases forment un groupe d'enzymes qui catalysent le clivage 

enzymatique du collagène non dénaturé (natif). Les collagénases interstitielles, ou 

collagénases de type 1, sont capables d'hydrolyser le collagène non-dénaturé (sous forme 

de triple-hélice) de type 1, II et ID dans les conditions physiologiques. D'autres enzymes 

doivent cliver les collagènes de type IV et V avant que ces collagénases puissent à leur 

tour les dégrader. Les collagénases-1,-2 et-3 clivent le collagène fibreux au niveau d'un 

lien peptidique Gly-Ile/Leu situé aux trois quarts de la distance de l'extrémité aminée vers 

l'extrémité carboxylée. Ce clivage caractéristique génère des fragments de collagène 

ayant soit les trois-quarts, soit le quart de la longueur d'une molécule de collagène fibreux 

intacte. Par la suite, les fragments de collagène fibreux se dénaturent _spontanément et 

deviennent susceptibles à l'activité des gélatinases et d'autres enzymes. ~orsqu'elles sont 

accompagnées d'autres enzymes capables d'agir sur les constituants des tissus conjonctifs 

ou sur les structures membranaires ( élastases, peptidases spécifiques, . hyaluronidases, 

phospholipases ), les collagénases peuvent participer au phénomène. de remodelage 

tissulaire ( embryogénèse, cicatrisation). Les domaines des collagénases qui ont été 

identifiés comme cruciaux en ce qui a trait au clivage du collagène natif sont le pont 

moléculaire et le domaine apparenté à l'hémopexine (voir SCHÉMA 6B) (Murphy et al., 

1992; Sanchez-Lopez et al., 1993). 
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SCHÉMA 6 Les différentes MMPs humaines et leurs domaines respectifs. 

Pre= domaine de localisation extracellulaire. 

Pro = domaine conférant l'inactivité catalytique aux MMPs comportant 100 

acides aminés et présentant le motif conservé PRCGVPDV. 

F = motif consensus de reconnaissance et de clivage par la furine. 

Cat = domaine possédant l'activité catalytique et présentant le motif 

conservé HEXGHXXG:XXHS. 

Fn = domaine apparenté au module de type II de la fibronectine. 

Col * = domaine liant le collagène (*unique à MMP-9) 

H = région très flexible ("hinge"). 

HEM = domaine apparenté à l'hémopexine/vitronectine. 

TM = domaine transmembranaire. 

© = queue cytoplasmique. 

Adapté de Coussens & Werb, 1996. 
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2.2.4.1.1 La collagénase interstitielle, MMP-1 ŒC 3.4.24.7) 

Aussi connue sous le nom de collagénase-1, la MMP-1 fut tout d'abord remarquée 

au niveau des queues de têtards disparaissantes à cause de sa capacité à cliver le collagène 

fibreux natif dans les conditions physiologiques reproduites in vitro (Gross & Lapière, 

1962). En plus des collagènes fibreux de type I, II et II, la MMP-1 est également capable 

de cliver les collagènes de types VII et X (Gadher et al., 1988; Seltzer et al., 1989). Son 

substrat préféré est le collagène de type m. Elle a par contre une activité limitée sur la 

gélatine et la protéine formant le cœur des protéoglycans. La MMP-1 a la particularité de 
·. 

pouvoir cliver l'a2-mg (Mortensen et al., 1981), ainsi que l'a1-PI et l' a1-AT, les deux 

inhibiteurs sériques de protéases à sérine les plus importants (Desrochers et al., 1991). 

Tandis que le clivage des deux serpines les rend inactives, le clivagè de l'a2-mg par 

contre active cette dernière, formant ainsi une boucle limitant l'action destructrice de la 

MMP-1. La MMP-1 joue un rôle dans la résorption osseuse et le remodelage tissulaire 

(Birkedal-Hansen et al., 1995), et également dans divers processus p~thologiques tels 

l'arthrite rhumatoïde, l'ostéoarthrite, la périodontite, l'invasion des tumeurs, l'angiogénèse, 

l'ulcération cornéenne, l'athérosclérose et les anévrismes (révisé par Birkedal-Hansen et 

al., 1993). 

2.2.4.1.2 La collagénase des neutrophiles, MMP-8 ŒC 3.4.24.34) 

La MMP-8, aussi appelée collagénase-2, fut découverte dans des granules 

spécifiques des PMNs (Murphy et al., 1977), bien qu'elle soit également exprimée au 

niveau des chondrocytes (Cole et al., 1996). Dans les granules des PMNs, la MMP-8 est 

sous sa forme proenzyme inactive. C'est une fois relarguée dans le milieu extracellulaire 

qu'elle est activée. La collagénase des neutrophiles est capable de cliver les collagènes 

fibreux de type I, II et ID natifs générant les fragments un quart et trois-quarts (Hasty et 

al., 1987). Son substrat préféré est le collagène de type I (Horwitz et al., 1977). Elle peut 
' 

également cliver divers autres substrats tels la gélatine, la fibronectine, les protéoglycans 
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(Tschesche et al., 1992), l'aggrécan du cartilage (Fosang et al., 1993) et l'a1-PI 

(Desrochers & Weiss, 1988). 

2.2.4.1.3 La collagénase-3, MMP-13 (pas encore de# EC attribué) 

La collagénase-3 fut découverte grâce à une banque d'ADN complémentaire 

provenant d'un carcinome mammaire (Freije et al., 1994). On l'appelle aussi la 

collagénase des rongeurs car ceux-ci ne possèdent que la collagénase-3 (Sang & Douglas, 

1996). Contrairement à MMP-1, la MMP-13 clive plus rapidement le èollagène dénaturé 

(gélatine) que le collagène fibreux natif (Welgus et al., 1982; W elgus et al., 1985). La 

MMP-13 a aussi une bonne facilité à dégrader l'aggrécan du cartilage (Fosang et al., 

1996). Cette enzyme préfère de loin le collagène de type TI au collagène de type I 

(Mitchell et al., 1996). Chez l'humain, il semble que son expression soit restreinte aux 

carcinomes mammaires et aux chondrocytes (on retrouve beaucoup de collagène de type 

TI dans les tissus conjonctifs), tandis que chez les rongeurs, cette enzyme est exprimée 

dans tous les types de tissus, ce qui semble logique étant donné que c'est la seule 

collagénase qu'ils possèdent. La MMP-13 peut être induite par l'IL-l et le 'INF-a (Reboul 

et al., 1996), comme d'autres collagénases. Une implication de cette enzyme au niveau de 

l'osteoarthrite est suggérée (Reboul et al., 1996). 

2.2.4.2 Les stromélysines 

Les stromélysines sont souvent impliquées dans l'activation d'autres MMPs, et 

peuvent inactiver plusieurs inhibiteurs de protéases à sérine. Les protéases à sérine sont 

d'ailleurs responsable de l'activation des pro-stromélysines (Nagase, 1995). Elles ont 

également leur propre activité protéolytique. Elles peuvent cliver les collagènes de type 

rn et IV, ainsi que d'autre protéines de la matrice extracellulaire comme les 

protéoglycans, les laminines et la fibronectine (Révisé par McDonnel et al ... 1999) (voir 

SCHÉMA6B). 
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2.2.4.2.1 La stromélysine-1, :MMP-3 ŒC 3.4.24.17) 

Le nom stromélysine implique que cette métalloprotéase provient des cellules 

stromales et dégrade la matrice extracellulaire par hydrolyse (Chin et al., 1985). Sa 

découverte remonte à 1974 (Sapolsky et al., 1974). La stromélysine-1 est particulière 

parmi les :MMPs en ce sens qu'elle est active de façon optimale à des valeurs de pH entre 

5.5 et 6.0, bien qu'elle ait un regain d'activité à des valeurs de pH de 7.5 à 8.0 (Wilhelm et 

al., 1993). La stromélysine-1 peut cliver l'aggrécan, la fibronectine, la l~e, les 

collagènes de type rn, IV, IX, et X, ainsi que les télopeptides (extrémités globulaires) du 

collagène de type 1. Elle dégrade aussi l'IL-1J3, l'a1-AT et l'a1-PI, et a la particularité de 

pouvoir activer d'autres MMPs comme la MMP-1, la MMP-8, la MMP-13 et la :MMP-9 

(Tschesche et al., 1992). L'implication de cette enzyme au niveau du remodelage de la 

matrice et des processus pathologiques de dégradation de la matrice se situe probablement 

au niveau de son action à la fois sur les composantes de la matricé et sur les autres 

MMPs. 

2.2.4.2.2 La stromélysine-2. MMP-10 (EC 3.4.24.22) 

La stromélysine-2 fut clonée en utilisant l'ADN complémentaire de la 

stromélysine-1 comme amorce (Muller et al., 1988). Elle clive les collagènes de types rn, 
IV et V, la fibronectine, la gélatine, l'aggrécan, et les protéoglycans ·du cartilage 

(Nicholson et al., 1989; Fosang et al., 1991). Et tout comme la stromélysine-1, elle est 

également capable d'activer d'autres MMPs. La plus grande différence entre la 

stromélysine-1 et la stromélysine-2 vient du fait qu'elles sont régulées différemment. En 

effet, il semble que la MMP-1 0 soit moins sensibles aux cytokines et aux facteurs de 

croissance que ne l'est la MMP-3 (Brinckerhoff et al., 1992). La MMP-10 semble être 

également exprimée dans des tissus différents de la MMP-3 (révisé par Powell & 

Matrisian, 1996). Par exemple, durant la réparation de tissus, la stromélysine-2 et la 

stromélysine-1 soqt exprimées par des populations distinctes de fibroblastes de la 

membrane basale (Saarialho-Kere et al., 1994). 
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2.2.4.3 Les gélatinases 

Les gélatinases ( collagénases de type IV) sont deux enzymes plus spécifiquement 

associées au clivage des chaînes natives du collagène IV, du collagène V, du collagène 

dénaturé (gélatine), de 1' élastine (Senior et al., 1991) ainsi que d'autres protéines 

matricielles. Elles se distinguent des autres MMPs par la présence d'un domaine 

apparenté à la fibronectine à l'intérieur du domaine catalytique (voir SCHÉMA 6E) leur 

permettant de lier la gélatine et de la dégrader (Banyai & Patthy, 1991). Elles ont souvent 

les mêmes affinités pour des substrats semblables, mais elles sont régulées différemment 

au niveau transcriptionnel et extracellulaire (voir section 2.2.4.6 sur les inhibiteurs des 

MMPs). Elles sont également les MMPs les plus étudiées pour leur implication reconnue 

au niveau de nombreuses maladies dégénératives impliquant un mécanisme 

inflammatoire (voir section 2.3). La technique de zymographie avec gélatine permet 

1' identification très rapide de ces deux protéases et ce, peu importe qu'il s'agisse de 

fluides biologiques ou de lysats cellulaires (Kleiner & Seltler-Stevenson·,, 1994). 

2.2.4.3.1 La gélatinase A. MMP-2 ŒC 3.4.24.24) 

La gélatinase A, ou MMP-2 (72 kDa) fut décrite pour la première fois en 1972 

(Harris & Krane ), en référence à une activité dégradant la gélatine provenant du milieu de 

culture de tissus synoviaux rhumatoïde. Ce n'est que beaucoup plus tard que l'enzyme fut 

clonée (Collier et al., 1988) et caractérisée (Seltzer et al., 1990). La MMP-2 est capable 

de cliver tous les types de collagènes une fois qu'ils sont dénaturés. Elle peut aussi cliver 

la forme soluble du collagène de type 1 natif en fragments de % et de Y4 de longueur 

(Aimes & Quigley, 1995). Elle peut également cliver le collagène de type IV, V (Murphy 

et al., 1985), VIT (Seltzer et al., 1989), ainsi que l'aggrécan du cartilage (Fosang et al., 

1992). Son domaine apparenté à la fibronectine lui confère l'habileté de lier le collagène 

dénaturé de type IV et V, l'élastine et le collagène de type 1 natif(Steffensen et al., 1995). 

D est probable que)a forme de l'enzyme attachée à la membrane par MTl-MMP (voir 

section 2.2.4.4.1) soit impliquée dans le remodelage du collagène (Everts et al., 1996), et 

dans l'invasion cellulaire propre à certaines cellules tumorales (Chen, 1996). Dans 
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certains types cellulaires, il est possible que la :MMP-2 soit induite par le TGF-f3 (Overall, 

et al., 1991), mais en général, l'expression de la gélatinase A est peu affectée par les 

cytokines et les facteurs de croissance, comparativement aux autres MMPs. 

2.2.4.3.2 La gélatinase B. :MMP-9 ŒC 3.4.24.35) 

La gélatinase B, ou :MMP-9 (92 kDa), diffère de la :MMP-2 et de toutes les autres 

:MMPs de par la présence d'un domaine présentant une homologie avec la chaîne a2 du 

collagène de type V (voir SCHÉMA 6E) (Wilhelm et al., 1989). Tout comme les autres 

:MMPs, la MMP-9 est activée par le clivage de son propeptide (Wilhelm et al., 1989), ce 

qui peut être fait par la stromélysine-1 (Sang et al., 1995), ou encore par la gélatinase A 

(Fridman et al., 1995). Malgré le fait que les substrats des deux gélatinases se ressemblent 

beaucoup, des différences existent au niveau de la spécificité des séquences des substrats 

et au niveau du site actif de ces deux enzymes (Netzel-Arnett et al., 1993). In vitro, la 

gélatine semble être le substrat préféré de la MMP-9, bien que l'enzyme puis~e également 

cliver les collagènes de type ill, IV et V (Birkedal-Hansen, 1995), l'élastine (Senior et al., 

1991), le domaine interglobulaire de l'aggrécan du cartilage (Fosang et al., 1993), le 

télopeptide de la chaîne a2 du collagène de type 1 (Okada et al., 1995), ainsi que la 

protéine basique de la myéline (MBP) (Proost et al., 1993). La MMP-9 a la particularité 

de pouvoir former des homodimères ainsi que des hétérodimères avec la MMP-1, formant 

ainsi des complexes qui ne peuvent être inhibés par les TIMPs (voir section 2.2.4.6), et 

dans le cas du complexe MMP-9/MMP-1, capable de dégrader autant la gélatine et le 

collagène IV que le collagène fibreux (Goldberg et al., 1992). À la différencé de MMP-2, 

MMP-9 est présente dans les principaux centres d'inflammation étant donné qu'elle est à 

la fois sécrétée par les monocytes activés (Welgus et al., 1990) et retrouvée dans les 

granules des neutrophiles (Kjeldsen et al., 1992). De plus, sa production est modulée 

positivement par l'activation des lymphocytes T (Weeks et al., 1993a; Leppert et al., 

1995). Elle est également produite par les ostéoclastes et semble jouer un rôle dans la 

résorption osseuse (Reponen et al., 1994; Witty et al., 1996). La gélatinase B est 

également retrouvée au niveau des sites des tumeurs, au niveau des infiltrats (Pyke et al., 

1992; Gallegos et al., 1995; Knox et al., 1996), ainsi qu'au niveau des membranes 
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synoviales et des régions cartilagineuses des patients arthritiques (Koolwijk et al., 1995), 

du liquide céphalo-rachidien des patients avec des maladies neuro-dégénératives (Norga 

et al., 1995) (voir section 2.3 pour plus de détails sur l'implication de :MMP-9 dans les 

pathologies pulmonaires). Au niveau des conditions normales, on retrouve la:MMP-9 dans 

les foyers de réparation tissulaire au niveau respiratoire (Buisson et al., 1996) et de la 

peau (Oikarinen et al., 1993), au niveau de l'implantation de l'embryon (Reponen et al., 

1995) et de son développement (Canete-Soler et al., 1995), ainsi qu'au niveau de 

l'endomètre (Marbaix et al., 1992). L'expression de la gélatinase B est contrôlée par une 

multitude de facteurs comme des cytokines et des signaux de transduction (Huhtala et al., 

1991; Sato et al., 1993; Huhtala et al., 1995). 

2.2.4.4 Les :MMPs membranaires {MT-:MMPs) 

Les MT -:MMPs sont les seules :MMPs à posséder un domaine transmembranaire et 

une courte queue cytoplasmique (voir SCHÉMA 6D). Elles sont activées 

intracellulairement par la furine, comme c'est le cas pour la stromélysine-3· (:MMP-11). 

Une fois à la surface des cellules, elles servent de récepteur pour TIMP-2 et TIMP-3. 

Lorsque des :MMPs sont attachées aux TIMPs, les MT-:MMPs les activent en clivant leur 

prodomaine. Outre la MT1-:MMP, qui est la mieux connue, on retrouve également la 

MT2-:MMP (:MMP-15), la MT3-:MMP (:MMP16), la MT4-:MMP (:MMP17), la MT5-

:MMP (:MMP-24) et la MT6-:MMP (:MMP25). 

2.2.4.4.1 MT1-:MMP, :MMP-14 (pas encore de# EC attribuée) 

La MT1-:MMP fut la première MT-:MMP à être clonée, en utilisant des amorces 

dégénérées dérivées des séquences conservées chez toutes les :MMPs (Sato et al., 1994). 

La principale fonction attribuée (à ce jour) à la MT1-:MMP est l'activation de la 

progélatinase A ou pro-:MMP-22 (Sato et al., 1994). L'activation de la pro-:MMP-2 

requiert une petite quantité de TIMP-2 (Strongin et al., 1995). La concentration de ce 

dernier à la surface 'des cellules est très importante dans cette réaction. MT1-:MMP active 

également la procollagénase-3, possiblement par un mécanisme similaire (Knauper et al., 
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1996b). De plus, la MT-1-MMP est capable de cliver divers constituants de la matrice 

extracellulaire comme la fibronectine, la vitronectine, la laminine, le protéoglycan 

dermatan sulfate (Ohuchi et al., 1997; Pei & Weiss, 1996), la gélatine, la caséine, 

l'élastine (Imai et al., 1996; Pei & Weiss, 1996), et les collagènes interstitiels (Ohuchi et 

al., 1997). La MT1-MMP est surexprimée par une variété de twneurs comme celles du 

sein (Davies et al., 1993) et du poumon (Sato et al., 1994 ). Son implication dans ces 

pathologies est explicable du point de vue de sa capacité à activer pro-MMP-2. 

2.2.4.5 Les autres MMPs 

Les MMPs suivantes ne sont pas classées dans les catégories précédentes dû au 

fait qu'elles ont des particularités qui leur sont propres. 

2.2.4.5.1 La matrilysine, MMP-7 ŒC 3.4.24.23) 

La matrilysine est la plus petite des MMPs (19kDa) puisqu'elle ne possède pas de 

pont moléculaire ni de domaine d'homologie à l'hémopexine comme les autres MMPs 

(SCHÉMA 6A). Malgré l'absence de ces domaines, la MMP-7 est tout de même capable 

de cliver un grand nombre de protéines de la matrice, comme la gélatine de types 1, ID, N 

et V, la fibronectine, le collagène IV, la laminine, l'entactine/nidogène, l'aggrécan, 

l'élastine (Wilson & Matrisian, 1996) et la vitronectine (lmai et al., 1995). La MMP-7 

clive aussi diverses protéines comme le précurseur du TNF-cx., l'at-Pl, la transferrine et la 

caséine (Wilson & Matrisian, 1996). La matrilysine est capable de cliver le pro-peptide de 

la pro-MMP-1, la pro-MMP2 (Crabbe et al., 1992) et la pro-MMP-9 (Sang et al., 1995) 

activant celles-ci. Le gène de la MMP-7 est induit par l'ester de phorbol et l'EGF, et 

réprimé par le TGF-~. La MMP-7 a une distribution tissulaire assez restreinte. Jusqu'à 

maintenant, on ne l'a retrouvé que dans les cellules épithéliales glandulaires de 

l'endomètre utérin, de la peau, du pancréas, des reins, des cellules promonocytaires et des 

monocytes sanguins (Busiek et al., 1995), de l'épithélium des glandes mammaires, de la 

vésicule biliaire, de la prostate et des glandes parotides (Wilson & Matrisian, 1996). Son 
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implication dans les cancers d'origine épithéliale est suggérée par le fait que les souris 

n'exprimant pas la MMP-7 ont une tumorogénicité réduite (Wilson et al., 1997). 

2.2.4.5.2 La métalloélastase, MMP-12 CEC 3.4.24.65) 

Cette enzyme est particulière parmi les MMPs de par sa capacité à dégrader 

l'élastine insoluble, et de par sa localisation particulière, c'est-à-dire qu'on la retrouve 

majoritairement dans les macrophages (Banda & Werb, 1981). Cette enzyme est 

facilement identifiable par zymographie en utilisant la K-élastine ou encore la caséine 

comme substrats (Senior et al., 1991). En plus de l'élastine, la métalloélastase peut cliver 

d'autres composantes de la matrice extracellulaire, comme l'entactine, la laminine, la 

fibronectine, divers protéoglycans, le pepsinogène, le collagène de type IV, l'a1-PI 

(Banda et al., 1980), le fibrinogène, la MBP, la caséine (Banda & Werb, 1981) et les lgGs 

de souris (Banda et al., 1983). Cette enzyme semble donc être importante pour les 

macrophages puisque les souris déficientes en métalloélastase ont des macrophages qui 

ne sont pas capables d'être recrutés au niveau des foyers d'inflammation (Shipley et al., 

1996). Un fait intéressant pour la possible implication de cette protéase au niveau des 

pathologies pulmonaires est que chez les souris déficientes en MMP-12, l'emphysème ne 

se développe pas suite à l'exposition de ces souris à la fumée de cigarette (Hautamaki et 

al., 1997). 

2.2.4.5.3 La stromélysine 3, MMP-11 (pas de# EC attribué) 

La stromélysine-3 (45-47 kDa) fut clonée par comparaison de banques d'ADN 

complémentaire provenant d'échantillons de tumeurs bénignes et malignes de cancer du 

sein (Basset et al., 1990). La MMP-11 fut la première MMP à être associée 

spécifiquement avec la phase invasive du cancer du sein (Basset et al., 1990). Beaucoup 

de particularités dans la séquence de la MMP-11 font qu'elle n'est pas classée avec les 

autres stromélysin~s. même si elle leur ressemble structurellement (d'où son nom). 

Contrairement à toutes les autres MMPs, la stromélysine-3 ne clive pas les composantes 

de la matrice extracellulaire, sauf lorsqu'elle est sous sa forme tronquée de 28 kDa 
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(Murphy et al., 1993), elle présente alors une faible activité contre les protéines 

matricielles. Également, on peut retrouver la MMP-11 active dans le milieu de culture in 

vitro (Pei et al., 1994), alors que les autres MMPs sont d'abord sécrétées sous forme de 

proenzyme. En effet, une proprotéine convertase intracellulaire appelée :furine et située 

dans le trans-Golgi clive le prodomaine de la MMP-11 au niveau d'une séquence 

spécifique localisée entre le prodomaine et le domaine catalytique (voir SCHÉMA 6C) 

(Pei & Weiss, 1995). La stromélysine-3 clive les inhibiteurs membres de la famille des 

serpines, les rendant inactifs, comme par exemple l'cx.1-Pl, l'cx.2-antiplasmine et l'inhibiteur 

de l'activateur du plasminogène-2 (Pei et al., 1994). Malgré son association avec le cancer 

du sein, les mécanismes par lesquels cette enzyme peut favoriser les tumeurs restent 

inconnus étant donné le fait qu'elle ne clive pas les composantes de la matrice 

extracellulaire. 

2.2.4.5.4 L'énamélysine, MMP-20 (pas de #EC attribué) 

Cette métalloprotéase fut découverte à l'aide d'une banque d'ADN complémentaire 

provenant de 1' organe de 1' émail (lieu de formation des dents) d'un porc (Bartlett et al., 

1996). On a ensuite cloné son homologue chez l'humain (Llano et al., 1997). Jusqu'à 

maintenant, le seul endroit où l'on retrouve cette MMP est au niveau la formation de 

l'émail dentaire. Lors de la formation de l'émail, les améloblastes sécrètent une matrice 

organique composée majoritairement d'amélogénine, qui est ensuite remodelée 

continuellement lors du processus de biominéralisation de l'émail dentaire, ce qui laisse 

croire que la MMP-20 pourrait avoir un rôle très important à jouer dans ce processus. 

Cette enzyme a une faible activité contre la gélatine, mais est capable de cliver la caséine 

et les différents iso formes de l'amélogénine (Llano et al., 1997). 

2.2.4.6 Les inhibiteurs des MMPs 

L'cx.2-mg est. un inhibiteur sérique non spécifique de toutes les MMPs (Sottrup

Jensen, 1989). La 1,10-phénanthroline, les hydroxamates et l'EDTA sont des inhibiteurs 
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synthétiques des MMPs. La tétracycline inhibe les collagénases. Les stromélysines sont 

inhibées par la cystéine et le DTT. 

En temps normal, les MMPs sont exprimées en équilibre avec les inhibiteurs 

tissulaires des MMPs (TIMPs) et elles sont généralement régulées par divers autres 

mécanismes selon l'endroit où elles se trouvent. Les TIMPs constituent une famille (à ce 

jour) d'au moins quatre protéines de 22 à 29 kDa capables d'inhiber spécifiquement et de 

façon réversible les MMPs (Greene et al., 1996; Leco et al., 1997). Les quatre TIMPs ont 

une séquence semblable; leurs principales différences se situent au niveau de
7 
leurs cibles 

préférentielles, de la régulation de leurs gènes, et de leur distribution tissulaire (Murphy 

& Willenbrock, 1995). Les TIMPs inhibent les MMPs de manière stœchiométrique (1:1). 

TIMP-1 possède une activité de facteur de croissance qui semble indépendante de 

sa fonction d'inhibiteur de MMP (Docherty et al., 1985). TIMP-1 inhibe MMP-1 

(Cawston et al., 1983), MMP-3 (Murphy & Willenbrock, 1995), MMP-7 (Ward et al., 

1991), MMP-8 (Kleine et al., 1993), MMP-10 (Windsor et al., 1993), MMP-11 (Murphy 

et al., 1993), MMP-12 (Shapiro et al., 1992) et MMP-13 (Knauper et al., 1996a). MMP-9 

lie TIMP-1 dans sa forme pro-enzyme, ce qui empêche la formation de l'hétérodimère 

MMP-9/MMP-1 et l'activation de MMP-9 par MMP-3 (Goldberg et at.; 1992). 

Comme c'est le cas pour TIMP-1, TIMP-2 semble également posséder une 

activité de facteur de croissance (Murphy & Willenbrock, 1995). TIMP-2 iimibe MMP-1 

(DeClerck et al., 1991), MMP-3 (Murphy & Willenbrock, 1995), MMP-7 (Ward et al., 

1991), MMP-8 (Stetler-Stevenson et al., 1989), MMP-10 (Windsor et al., 1993), MMP-

11 (Murphy et al., 1993), MMP-13 (Knauper et al., 1996a) et MMP-20 (Llano et al., 

1997). En ce qui concerne MMP-2, TIMP-2 est l'inhibiteur qui se lie le plus fortement à 

cette enzyme, bien que TIMP-1 et TIMP-3 soient également capables de l'inhiber 

(Howard & Banda, 1991; Imai et al., 1996). 

TIMP-3 est une glycoprotéine présente dans la plupart des tissus (Leco et al., 

1997); elle inhibe MMP-9 (Reponen et al., 1995), MMP-11 (Murphy et al., 1993), MMP-

14 (Will et al., 1996), MMP-13 (Knauper et al., 1996), ainsi que MMP-1, MMP-2 et 

MMP-3 (Apte et al._, 1995). 
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TIMP-4 est l'inhibiteur qui a été le moins étudié, probablement dû au fait qu'il est 

surtout exprimé au niveau du tissu cardiaque adulte (Greene et al., 1996). On sait entre 

autres qu'il inhibe MMP-2, MMP-1, MMP-3, MMP-7 et MMP-9 (Liu et al., 1997). 

Autant pour les MMPs que pour les autres protéases de la matrice extracellulaire, 

l'équilibre avec leurs inhibiteurs naturels est primordial pour l'homéostasie des tissus. 

Cependant, cet équilibre est fragile, et au niveau pulmonaire, il existe de nombreux 

exemples des effets d'un tel débalancement. 

2.3 Implication des protéases dans les pathologies pulmonaires 

La fibrose kystique, l'asthme ainsi que l'emphysème ont en commun l'infiltration 

massive par des leucocytes et la surproduction de protéases extracellulaires. Au niveau 

de l'appareil respiratoire, les cellules résidentes comme les macrophages alvéolaires, les 

cellules stromales, les fibroblastes et les cellules épithéliales pulmonaires sont également 

capables de produire de grandes quantités de protéases lorsqu'elles sont stimulées 

(Goldstein, 1983; Canete-Soler et al., 1994; Yao et al., 1996; Herbert et al., 1996). La 

dégradation de la matrice par les protéases augmentent la perméabilité de la membrane 

basale entourant les capillaires sanguins et permet le recrutement des leucocytes attirés 

par les cytokines. Parmi les différentes protéases sécrétées par les neutrophiles, 

lymphocytes, macrophages et cellules résidentes des tissus conjonctifs, on retrouve 

notamment l'élastase, la cathepsine G, ainsi que des collagénases et des gélatinases 

(Weiss, 1989). L'équilibre entre ces protéases et leurs inhibiteurs respectifs est donc 

déterminant dans 1' évolution des pathologies pulmonaires inflammatoires. 

2.3.1 L'élastase des leucocytes 

Des quantités importantes d' élastase sont retrouvées dans les BALs des poumons . 
de patients atteints de fibrose kystique (Goldstein & Doring, 1986). Différentes 

recherches sur cette enzyme ont permis de démontrer qu'elle peut dégrader diverses 
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molécules immunomodulatrices telles que les anticorps de type lgG et IgM qu'elle clive 

dans la portion Fe, de même que le récepteur des molécules du complément (Tosi et al., 

1990), limitant ainsi la phagocytose des pathogènes. L'élastase peut aussi cliver le CD2, 

CD4 et CD8 (Doring et al., 1995), nuisant ainsi directement aux fonctions des 

lymphocytes recrutés lors d'une réponse inflammatoire (Sanders & Vitetta, 1991; Ben

Baruch et al., 1995; Butcher & Picker, 1996; Gilat et al., 1996). 

L'équipe de Konstan (1993) a démontré une augmentation de la concentration de 

leucotriène B4 (L TB4) dans les poumons de patients atteints de la fibrose kystique. Cette 

cytokine a été démontré comme facteur chimioattractant pour les neutrophiles capable de 

susciter leur dégranulation et donc de causer un relargage massif d'élastase et de 

cathepsine G au niveau des poumons (Campbell et al., 1989). L'ensemble de ces activités 

de 1 'élastase dans les poumons des patients atteints de fibrose kystique est considéré 

comme favorisant l'établissement d'un état d'immunosuppression locale, ce qui contribue 

au maintient de l'infection par Pseudomonas aeruginosa (Amitani et al., 1991). 

La concentration d'élastase présente au niveau des poumons peut être liée à la 

présence de neutrophiles infiltrants. Par exemple, dans le cas de 1 'infection par le micro

organisme Mycobacterium avium-intracellulare, Y amazaki et al. (2000) ont démontré 

que les taux de cytokines pro-inflammatoires et d'élastase dans les BALs étaient en 

relation avec une augmentation des neutrophiles. De même, Dhami et a/.(2000) ont eux 

aussi démontré que dans leur modèle murin d'emphysème induit . par la fumée de 

cigarette, la destruction des tissus conjonctifs était directement liée à la présence des 

neutrophiles. Chez le rat comme chez la souris, 1' emphysème peut également être induite 

par une injection intra-trachéale massive d'élastase pancréatique (Finlay et al., 1996). De 

cette manière, on peut relier directement la présence de 1' élastase avec la présence de 

lésions typiques de l'emphysème, c'est-à-dire l'augmentation de l'épaisseur des fibres de 

collagène et leur accumulation désorganisée sur les parois des voies respiratoires. Par 

contre, étant donné l'implication du remodelage du collagène dans cette pathologie, on est 

en mesure de soupçonner également l'implication de collagénases. 
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2.3.2 Les métalloprotéases de la matrice 

Tout comme Pélastase, les collagénases et plus particulièrement MMP-9 et MMP-

2 sont également retrouvées dans les BALs de patients emphysémateux (Finlay et al., 

1997; Ohnishi et al., 1998). Finlay et al. ont démontré in vitro que la MMP-9 retrouvée 

dans les BALs était sécrétée par des neutrophiles. La MMP-2 active et la MT1-MMP 

identifiées par l'équipe d'Ohnishi (1998), quant à elles, proviendraient plutôt de cellules 

résidentes de 1' appareil respiratoire, comme les pneumocytes, les fibroblastes et les 

macrophages alvéolaires. Cette grande quantité et diversité de protéases ainsi retrouvées 

dans les poumons contribue fortement aux phénomènes d'amincissement et de destruction 

des parois alvéolaires, de fusion d'alvéoles adjacentes par perte des septa, et de 

1 'affaissement des poumons due à la perte des tissus élastiques qui sont typiques de 

l'emphysème pulmonaire (Hutchison, 1994). On sait que les MMPs sont capables de 

dégrader l'élastine, tout comme l'élastase (Senior et al., 1991). De plus, les protéases 

favorisent l'infiltration par les cellules du système immunitaire grâce à l'augmentation de 

la perméabilité des parois associée à 1 'amincissement de celles-ci et également parce que 

les produits de dégradation du collagène, ainsi que des autres composantes de la matrice 

peuvent servir de facteurs chimioattractants (Malone et al., 1992). 

Chez les patients atteints d'asthme chronique (stades avancés), on retrouve une 

induction de MMPs associée à une forte présence de neutrophiles (Lemjabbar et al., 

1999). Une partie de la MMP-9 qu'on y retrouve provient égal~ment de cellules 

épithéliales bronchiques activées en réponse aux dommages induits par les irritants qui 

provoquent l'asthme. A l'aide d'un modèle expérimental, l'accumulation de cellules 

inflammatoires dans les conduits et à l'intérieur des cloisons, ainsi que l'hyper-réactivité 

caractéristique de cette pathologie ont pu être liées directement à la présence des MMP-9 

et MMP-2 dans les poumons asthmatiques (Kumagai et al., 1999); ces symptômes 

disparaissent après que les souris aient été soumises à de fortes doses d'inhibiteurs de 

MMPs. 

Lors de l'évolution du syndrome de détresse respiratoire aiguë {SDRA), on 

observe un maintient d'Wl ratio MMP-9ffiMP-l très élevé (Ricou et al., 1996), 

conduisant à l'augmentation de la dégradation du collagène dans W1 premier temps, puis, 
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finalement, 1 'équilibre semble changer et une accumulation de collagène est observée 

dans la phase terminale de la maladie, au moment où 1' on observe une fibrose des tissus 

(Fulkerson et al., 1996). Au niveau de l'asthme et de la bronchite chronique, deux 

pathologies caractérisées par un excès d'accumulation de matrice extracellulaire au 

niveau des parois des voies respiratoires nuisant à la respiration, l'équilibre entre les 

MMPs et leurs inhibiteurs est tout aussi critique. Chez tous les cas d'asthme et de 

bronchite chronique analysés par l'équipe de Vignola (1998), les niveaux de TIMP-1 

excédaient les niveaux de :MMP-9, bien que les deux protéines augmentaient de façon 

significative par rapport aux témoins. Les travaux antérieurs de 1' équipe de Vignola 

(1996) avaient permis de déterminer que les macrophages alvéolaires extraits de ces 

patients produisaient de grandes quantités de TIMP-1, de TGF-13, et de fibronectine, 

facteurs contribuant à cette accumulation de matrice sur les parois. 

Les macrophages alvéolaires constituent la première ligne de défense contre les 

micro-organismes et irritants inhalés (Green et al., 1977; Golstein & Bartlema, 1977; 

Hocking & Golde, 1979). lls jouent également le rôle de modulateurs clés dans la 

réponse inflammatoire par la production de cytokines pro- et anti-inflammatoires variées. 

En réponse à divers stimuli, les macrophages alvéolaires peuvent également produire des 

MMPs particulières, telles :MMP-1, MMP-2, :MMP-3, :MMP-9 et MMP-12. Gibbs et al. 

(1999a et b), ont démontré le rôle clé des macrophages alvéolaires dans leur modèle 

d'inflammation pulmonaire aiguë. lls ont démontré l'inhibition complète des lésions par 

TIMP-2 dans un modèle n'impliquant que les macrophages (complexes immuns IgA) et 

l'inhibition partielle des lésions dans le modèle impliquant à la fois les macrophages et les 

neutrophiles (LPS). L'éventail des MMPs retrouvées dans les poumons des rats de ces 

deux expériences correspondaient également à celui produit par des macrophages 

alvéolaires provenant de ces mêmes rats et mis en culture, puis analysés par zymographie. 

2.2.3 Des protéases dans l'infection produite par le VSRRP 

Les macrophages alvéolaires constituent la principale cible du virus du SRRP 

(Wensvoort et al., 1991; Benfield et al., 1992) et sont donc impliqués directement dans la 

pathologie induite par ce virus. En effet, il semble que le VSRRP puisse induire la 
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production de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines (Beyer et al., 1998; Chiou 

et al., 2000) par les macrophages alvéolaires. Ainsi, l'équipe de Beyer ont démontré qu'il 

y avait augmentation d'IL-6, d'IL-8 et d'AMCF-11 pendant les deux premières semaines de 

l'infection par le VSSRP. Chiou et ses collègues ont par ailleurs observé des variations 

significatives des niveaux de 1NF-a et de PGE2 dans les 48 premières heures post

infection. Une forte diminution du nombre de macrophages alvéolaires lors d'expériences 

in vitro et in vivo laissent croire que le VSRRP pourrait également avoir un effet pro

apoptotique sur ce type cellulaire (Olieksiewicz & Nielsen, 1999). L'équipe de Suarez 

(1996) a en effet démontré que la glycoprotéine p25 contenue dans l'ORF 5 était 

responsable de l'induction de l'apoptose de cellules COS-1 transfectées avec un vectuer 

contenant cet ORF. Par contre, une étude par immunohistochimie des·lésions a montré 

que les cellules apoptotiques ne colocalisaient pas avec les cellules infectées, suggérant 

un effet indirect (Sur et al., 1998). Le VSRRP pourrait également avoir des effets 

immunosuppresseurs, considérant le nombre important d'infectiotts opportunistes 

observées dans les élevages porcins aux prises avec cette infection virale (Zeman, 1996). 

Étant donné la capacité des macrophages alvéolaires à sécréter différentes 

protéases telles le lysozyme, la métalloélastase (MMP-12) et des gélatinases (Goldstein, 

1983), il est fort possible que le VSSRP ait un effet direct ou indirect sur la fluctuation 

des protéases au niveau des poumons des porcs infectés. L'article faisant suite à cette 

revue de littérature a tenté de démontrer qu'une telle fluctuation se produisait lors de 

l'infection, et a aussi identifié les MMP-2 et -9 comme étant parmi les protéases induites 

préférentiellement lors de cette infection. 
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Local increase in the secretion of extracellular proteases is a hallmark of 

chronic inflammation and autoimmunity for cleaving the extracellular matrix, 

thereby facilitating the infiltration of T cells, monocytes, and neutrophils. In 

pulmonary genetic diseases, such as emphysema and cystic fibrosfs, proteases can 

also favor the development of a local immunodeficiency by degrading key regulators 

of the immune response, such as CD4, CDS, IgG, ICAM-1, and C3b receptors. Since 

several infections agents can give rise to severe pulmonary disorders associated with 

opportunistic infections, we sought to determine whether an increase in proteolytic 

activity occurred during the infection with porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus (PRRSV), the causative agent of a new disease in swine 

characterized by severe respiratory problems in young pigs. Thus, piglets were 

infected with the virus, and bronchoalveolar lavages were collected at various times 

post-infection to measure the net proteolytic activity. We showed that PRRSV 

infection leads to a significant increase in the proteolytic activity in pulmonary 

fluids. Maximal activity was found at 7 and 14 days post-infection, with a return 

toward normallevels at day 42. Zymographic analyses showed a significant increase 

in the secretion of MMP-2 and MMP-9, two enzymes involved in tissue remodeling. 

Histological analyses showed a correlation between the increase in proteolytic 

activity and appearance of lesions which were characterized by massive 

lymphomononuclear cell infiltration. These results suggest that viral infection of the 

lungs can lead to a transient increase in proteolytic activity that could favor 

opportunistic infeçtion. 
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Introduction 

Im.munosuppression related to viral infections of the respiratory tract often 

predisposed a host to subsequent respiratory tract diseases (Wright, 1997). The molecular 

mechanisms that lead to immunosuppression by respiratory viruses are not well-defined. 

In sorne cases, immunosuppression is believed to be due to the destruction of immune 

cells resulting from viral replication, such as the case of infections caused by mv or SIV 

(Reviewed by Graziosi & Pantaleo, 1998; Mankowski et al., 1998). In AIDS patients, 

destruction of CD4-positive immune cells is thought to severely compromise the local 

immune response, thereby favoring the establishment of opportunistic infections, most 

notably by Pneumocystis carinii, and Mycobacterium tuberculosis (Reviewed by Weeks, 

1998; Gluck et al., 2000; Murray et al., 2000). A similar situation has been described in 

cattle in the case of the shipping fever syndrome (Reviewed by Shoo, 1989). This 

syndrome of bronchopneumonia, which often extends to a true fibrinous 

pleuropneumonia, represents the most economically important health problem in feedlot 

cattle. It is caused by a group of respiratory viruses, including bovine herpesvirus-1, 

paraintluenza virus-3, bovine respiratory syncytial virus, and bovine respiratory 

coronavirus, which contribute to the susceptibility of cattle to opportunistic bacteria such 

as Pasteurella haemolytica or Pasteurella multocida. These viruses are thought to 

interfere with bovine host defense mechanisms by: 1) altering macrophage and neutrophil 

fonctions in the lungs and airways; 2) causing severe inflammatory damages to the 

epithelial surfaces of the alveoli, and 3) modifying the surface properties of respiratory 

epithelial cells, thereby favoring bacterial adherence and growth (Babiuk et al., 1988; 

Strorz et al., 1996; Wright, 1997). 
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A number of studies have shown that local production of extracellular proteases 

play a key role in immune lung disorders (Reviewed by Greenberger, 1997). The 

increased expression of extracellular proteases can affect the host's immune response 

against opportunistic infectious agents. In cystic fibrosis, for instance, opsonizing of 

Pseudomonas aeruginosa is ineffective because neutrophil-derived elastase released in 

the extracellular space cleaves immunoglobulins and digests the C3b receptor on 

neutrophils, thereby limiting phagocytosis ofpathogens (Greenberger, 1997). The cellular 

immune response can also be altered whenever extracellular proteases cleave molecules 

involved in cell-mediated immunity, such as CD4, and CDS (Doring et al., 1995), ICAM-

1 (Champagne et al., 1998), and IL-2 (Ariel et al., 1998). The local production of 

extracellular proteases, most notably matrix metalloproteases (MMPs ), can also alter the 

local tissue architecture directly by degrading the proteins of the extracellular matrix 

(Shapiro, 1994). High levels of MMP-2 and MMP-9 in the lungs have been shown to 

promote the infiltration of inflammatory cells and exacerbate the symptoms associated 

with bronchial asthma (Kumagai et al., 1999). Although both MMP-2 and MMP-9 have 

been shown to cleave denatured collagen (gelatin) and somewhat less efficiently native 

collagen type N and V, they can also degrade elastin (Senior et al., 1991), an important 

component of the lung architecture. Most of our understanding of the mechanisms 

responsible for immunologie lung disorders by proteases has, however, come from 

studies of specifie genetic diseases. Whether increased proteolytic activity can be 

augmented in pulmonary viral infections remains unknown. 

The porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is an emerging viral 

disease causing late-term reproductive failure and severe pneumonia in unweaned and 

weaned piglets (Bilodeau et al., 1991; Goyal, 1993). The causative agent, PRRS virus, is 
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a member of the new Arteriviridae family, order Nidovirales, which replicates in lung 

alveolar macrophages, producing an influenza-like illness associated with respiratory 

distress (Snijder & Meulenberg, 1998; Dea et al., 2000). Respiratory disease in the 

nursery is indeed a common sign of PRRS virus infection in a herd, with the presence of 

classical interstitial pneumonia, along with lesions typical of co-infections by common 

pulmonary agents such as Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma hyorhinis, 

Pasteurella multocida, and Streptococcus suis (Goyal et al, 1993; Kobayashi et al., 

1996). The presence of these pathogens in lungs of PRRSV-infected piglets has been 

taken as an indication that the PRRSV infection can favor the establishment of 

opportunistic infectious agents (Dee & Joo, 1994; Molitor et al., 1997), although it is yet 

unclear if indeed PRRS does lead to local immunosuppression (Drew, 2000; Samson et 

al., 2000). One reason for this ambiguity is that the pathogenic mechanisms of PRRS 

remain poorly defined. The purpose of the present study was to investigate the possible 

involvement of extracellular proteases in the pathogenesis in the immune lung disorders 

associated with PRRS virus infection in pigs. 
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Methods 

Reagents and antibodies. MMP-9 (gelatinase B) and MMP-2 (gelatinase A) were 

purified from supematants of activated human monocytic cells (THP-1) by affinity 

chromatography on gelatin-sepharose, and their proteolytic activity confirmed by 

fluorescent-activated substrate conversion, as previously described (St-Pierre et al., 

1996). Coomassie Brilliant Blue G-250 was obtained from BioRad Laboratories 

(Mississauga, Ontario, Canada). Gelatin (300 bloom, type A: from porcine skin) was 

purchased from Sigma (St.Louis, MO). Monoclonal IAF-K8 directed to a well-preserved 

epitope of the nucleocapsid protein of the North American IAF-Klop strain ofPRRS virus 

was produced and purified from ascitic fluid of pristane-primed mi ce inoculated with the 

secretory hybridoma (Dea et al., 1996). RNase H, Moloney murine leukemia virus 

reverse transcriptase and Taq DNA polymerase, RT-PCR buffers, DNA ladders, and cell 

culture media and antibiotics were ali obtained from Life Technologies (Mississauga, 

ON, Canada). RNA guard was obtained from Amersham Pharmacia Biotech. 

Animais. Fifteen crossbred Fl (Landrace x Yorkshire) castrated specifie 

pathogen-free (SPF) piglets four to five weeks of age were obtained from a breeding farm 

located in Southem Quebec, Canada. Prior to shipping, the breeding stock and piglets 

were tested and proven to be seronegative for PRRSV, encephalomyocarditis virus 

(EMCV), porcine parvovirus (PPV), haemagglutinating encephalomyelitis virus (HEV), 

transmissible gastroenteritis virus (TGEV) and Mycoplasma hyopneumoniae. The piglets 

used in this study were from two different litters and were randomly divi4ed into one 
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control group and four experimental groups (three piglets per group) and kept in facilities 

equipped with a microorganism-free, filtered in-flowing and out-flowing air systems. The 

animais were fed commercial feed and water ad libitum. 

Viral infection. The Quebec cytopathogenic strain IAF-Kl~p of PRRSV 

(Mardassi et al., 1994b ), that has been propagated for 15 to 20 passages in MARC-145 

cells, a clone ofMA-104 cells highly permissive to PRRSV (Kim et al., .1993), was used 

in this study. Prior to experimental inoculation of SPF piglets, the tissue culture-adapted 

PRRSV strain was propagated twice in primary cultures of porcine alveolar macrophages 

(PAMs) to increase its virulence for pigs. PAMs were obtained by bronchoalveolar 

lavages (BALs), as previously described (Wensvoort et al., 1991). Virus infectivity titers 

of 10 7 TCID5o/ml were determined for the viral stock used for inoculation of the twelve 

experimental piglets. These were inoculated intratracheally under sedation with 

acepromazine/ketamine using a laryngoscope, then monitored daily for clinical symptoms 

for a 3-week observation period before euthanasia. Their lungs, spleen, kidneys, 

mesenteric and thoracic lymph nodes were aseptically collected and processed for 

histopathology, RT-PCR and cultivation attempts of PRRSV in MARC-145 cells. The 

three control piglets were mock-infected with virus-free culture medium.· 

Bronchoalveolar lavages (BALs). At days 3, 7, 14, and 42 po~t-infection, three 

piglets were euthanized, their lungs collected aseptically and filled with 100 ml of PBS 

(phosphate buffer saline) supplemented with 1% penicillin-streptomycin, 0,2% 

' 
gentamycin, 1% anti-pplo (tylosin), and 0,4% amphotorycine (fungizone). The PBS-filled 

lungs were then massaged and 35-45 ml of lavage fluids were obtained by gently 
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applying uniform pressure onto the lungs. The BALs were then clarified by centrifugation 

at 300 x g for 20 minutes to remove the cells. Lung samples were specifically taken in 

dark red, collapsed zones showing typical signs of infection, sorne were frozen, others 

fixed in formalin. Spleen and kidney samples were also harvested for histopathological 

analysis. Samples from thoracic and mesenteric lymph nodes were also collected and 

frozen. 

Histological examination. Thin sections (5~m thick) of formalin-fixed, paraffin

embedded tissues from the lungs, spleen and kidneys of control and experimentally

infected pigs were routinely processed for hematoxylin-eosin (HE) staining, as previously 

described (Dea et al., 1991). 

Measure of net proteolytic activity in BALs of PRRSV -infected pigs. The 

proteolytic activity of BALs was measured by fluorescence activated substrate conversion 

(FASC), as previously described (St-Pierre et al., 1996). The enzymatic reactions were 

performed at 37°C for 18 hours in a final volume of 100~ of serum-free RPMI as the 

reaction medium. Briefly, samples for analysis contained 88~ ofbronchoalveolar lavages 

(BALs) at various dilutions and 5J.1l of FITC-labeled substrate-coated microspheres. The 

volume was completed with serum-free RPMI medium. The reaction was stopped by 

adding 900J.1l of a 50mM Tris, 150mM NaCl, pH 9,5 solution and the samples were kept 

on ice until analysis. To titrate the proteolytic activity of the BALs, seriai dilutions 

ranging from 115 te 11625 (v/v) were performed. Affinity purified human :MMP-9 was 

used as a positive control. Flow cytometric analyses were performed on a Coulter XL-
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MCL (Coulter Electronics, Hialeah, FL) using standard optics for détection of FITC 

fluorescence, as previously described (St-Pierre et al., 1996). The EDscr corresponded to 

the dilution with 50% maximal proteolytic activity. 

Detection of MMPs by zymography. Gelatinolytic activity in the serum and 

BALs ofPRRSV-infected piglets was determined by SDS-PAGE gelatin zymography, as 

previously described (Aoudjit et al., 1997), with minor modifications. Briefly, aliquots of 

serum (diluted 1 :10 in distilled water) or BALs (concentrated 20-fold by lyophilization) 

were mixed with 5f..ll of loading buffer (BioRad, Laemli loading buffer), then analyzed by 

electrophoresis on a 8% SDS-polyacrylamide gel containing lmg/ml of denatured 

collagen. After electrophoresis, the gel was washed to remove SDS and incubated in a 

renaturing buffer (50mM Tris, 5mM CaCh, 1% TritonX-100, 0,02% NaN3) for 18 hours 

at 37°C. The gel was then stained with Coomassie Brilliant blue and destained in a 30% 

(v/v) methanol/1 0% (v/v) acetic acid solution. The proteolytic activity was identified as a 

clear band on a blue background. Quantitative analysis was carried out using a 

computerized densitometric imager (model GS-670, BioRad Laboratories, Mississauga, 

ON, Canada). Results were expressed as arbitrary scanning units. 

Virus isolation. Ten percent homogenates of lungs and spleen were prepared in 

serum-free DMEM medium, supplemented with 1% penicillin-streptavidin, 0,2% 

gentamycin, 0,4% fungizone, using a Dremel MultiPro (Model 395 type 5, Dremel, 

Racine, WI) apparatus. The homogenates were clarified by centrifugation at 3000 x g for 

30 minutes, then further diluted to 11100, 1/1000, and 1110000 in serum-free DMEM prior 
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to inoculation onto confluent monolayers of MARC-145 cells in Linbro 24-well tissue 

culture plates. Following a four day-incubation period at 37°C, the virus was harvested by 

two freeze-thaw cycles of infected cultures. Aliquots of 200J.1l of clarified supematant 

fluids were used for a subsequent passage on the same cell type and the cultures were 

then monitored daily for the presence of cytopathic changes (CPE). Viral titers were 

calculated using the Reed and Muench formula and expressed as TCID50 per gram of 

tissue. Serological identification of PRRSV was obtained by indirect immunofluorescence 

(IIF) staining using MAb IAF-K8, as previously described (Mardassi et al., 1994a). 

RT-PCR and PCR experiments. Total RNA was extracted from frozen tissue 

samples with the Tripure reagent (Roche), according to the manufacturer's directions. 

Total RNA was resuspended in 20 J.Ll ofDEPC-treated water and processed for RT-PCR, 

as previously described (Mardassi et al., 1994b). The oligonucleotide primers VR7.1.1S 

(5'ATGGCCAGCCAGTCAATCA) and VR7.2.2AS 

(5'CGGATCAGGCGCACAGTATG), designed to amplify a 303 bp DNA fragment of 

the ORF7 gene of North American and European strains ofPRRSV, were used (Shin et 

al., 1998). Multiplex PCR for better detection of porcine circovirus type ex, Myc/oplasma 

hyopneumoniae and Mycop/asma hyorhinis were also done, as described elsewhere 

(Ouardani et al., 1999; Caron et al., 2000). 
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Results 

Viral detection and isolation. 

Before addressing the question of proteolytic activity during PRRSV infection, it was 

crucial to establish the presence of the virus in ali organs taken from piglets that were 

inoculated with the virus and had experienced typical or atypical signs of PRRS. First, 

analyses by RT-PCR using primers amplifying the N protein gene sequence of the viral 

genome were carried out. Three mock-infected piglets were used as a negative control. 

Data showed that ali infected piglets were positive for viral RNA at day 3 post

inoculation in ali the organs tested (Table 1 ). The infection persisted throughout the 

foliowing two weeks. At day 42 post-infection, viral RNA was undetectable in specimens 

taken from most organs. It could stili be detected, however, in the lungs · and thoracic 

lymph nodes. Such pattern of viremia is typical of PRRS infection (Reviewed by Albina, 

1997). 

To confirm the presence of the PRRSV, two consecutive passages of lung and 

spleen homogenates from experimentally-infected piglets were performed on MARC-145 

celis. Viral titers were expressed as the reciprocal of the highest dilution at which the 

presence of virus could still be detected by immunofluorescence. At 3 days post-infection, 

the virus could be detected in lungs and spleen of ali infected piglets (Table 2). It 

persisted with high titers for the foliowing two weeks, and then gradually disappeared. 

These results correlated with those obtained by RT-PCR. 



Table 1. RT -PCR detection of PRRSV genomic RNA in different organs 

Time Post-Infection (days) 

Non-lnfected 
Organs Contrais 3 7 14 42 

Lungs + + + +/-

Spleen + + + 

Kidneys + + +/- +/-* 

Thoracic 
Lymph Nades + + + +/-

Mesenteric 
Lymph Nades + +/- + 

Legend: +/-*=viral RNA hardly delectable 



Table 2. Viral titers in lungs and spleen 

Organs 

Lungs 

Spleen 

Non-lnfected 
Contrais 

N.D. 

N.D. 

N.D. : Not Delectable 

Time Post-Infection (Days) 

3 7 14 42 

>105
'
7 105

'
7 N.D. 

Viral titers were expressed as TCID50 per gram of tissue 
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Proteolytic activity in bronchoalveolar lavages (BALs). 

To determine whether the PRRSV could modulate the repertoire of extracellular 

proteolytic enzymes in the lungs, seriai dilutions ofBALs ranging from 1/5 to 1/625 (v/v) 

were performed, and cleavage of denatured collagen was measured by F ASC, a method 

that allows quantitative measurements of the net proteolytic activity in biological fluids 

(St-Pierre et al., 1996). An average of the values obtained for the three piglets at each day 

post-infection was calculated. The proteolytic activity found in the lungs of PRRSV

infected piglets at day 3 post-inoculation was similar to that of the controls (Fig. 1 ). A 

marked increase in net proteolytic activity was, however, observed at day 7 and day 14 

post-infection. The degradation of gelatin substrate was not significantly inhibited by 

elastase-specific inhibitors (data not shown). This increase in proteolytic activity was 

transient as the level of activity progressively diminished and returned to normal at day 

42 post-infection. These results show that PRRSV infection significantly increases the 

proteolytic activity in the lungs. 

Measure of collagenolytic activity. 

Collagen is found abundantly in the lungs, as it forms the bronchovascular skeleton. lt is 

also found in the alveolar septum and lining basal membranes. To determine if the net 

increase in proteolytic activity observed could be correlated with an .increase of 

collagenase activity, gelatin-zymography was performed on BALs of PRRSV -infected 

piglets. Data indicated that indeed, the levels of gelatinases A and B (MMP-2 and MMP-

9, respectively) had significantly increased at days 7 and 14 post-infection (Fig. 2i). 

Densitometric analysis of the zymograms revealed that the collagenolytic activity of days 

3 and 42 post-infection were comparable to that found in the mock-infected controls (Fig. 

2i). The changes in the MMP levels were restricted to the lungs, as no differences in the 

MMP levels were detected in serum samples collected during the course of the infection 

(Fig. 2ii). 
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FIGURE 1 PROTEOL YTIC ACTIVITY IN TIIE BRONCHOAL VEOLAR FLUIDS OF PRRSV

INFECTED PIGLETS. 

Seriai dilutions (115 to 11625) (v/v) ofthe bronchoalveolar lavages (BALs) 

were incubated in presence of the FITC-conjugated gelatin substrate 

imrnobilized on polystyrene microspheres for 18 hours at 37°C. The 

reaction was stopped and the samples were analyzed with a Coulter XL 

flow cytometer. The lower and higher background values represent the 

proteolytic activities of BALs from mock-infected piglets as shown by 

dotted lines; these were comparable to the proteolytic activities found at 

day 3 post-infection. Data represent the mean values obtained from three 

piglets for each indicated post-inoculation day. 
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FIGURE 2i GELATINOL YTIC ACTIVITY IN BALS (i) OF PRRSV -INFECTED PIGLETS AS 

DETERMINED BY ZYMOGRAPHY ANAL YSIS. 

(Upper pannel) Electrophoretic profiles in 8%-SDS-polyacrylamide gels 

containing gelatin showing two clear bands corresponding to the position 

of gelatinase A (MMP-2) and gelatinase B (MMP-9) in 20X-concentrated 

BALs from normal and PRRSV -infected piglets. 

(Lower pannel) Densitometric analysis of SDS-polyacrylamide-gelatin 

gels indicating the levels of MMP-9 and MMP-2 in BALs. The controls 

used in this experiment were three mock-infected piglets. The standards 

used were MMP-9 and MMP-2 purified from activated THP-1 cells. 
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FIGURE 2ii GELATINOL YTIC ACTNITY IN SERUM OF PRRSV -INFECTED PIGLETS AS 

DETERMINED BY ZYMOGRAPHY ANAL YSIS. 

(Upper pannel) Electrophoretic profiles in 8%-SDS-polyacrylamide gels 

containing gelatin showing two clear bands corresponding to the position 

of gelatinase A (MMP-2) and gelatinase B (MMP-9) in 20X-concentrated 

BALs from normal and PRRSV -infected piglets. 

(Lower pannel) Densitometric analysis of SDS-polyacrylamide-gelatin 

gels indicating the levels of MMP-9 and MMP-2 in BALs. The controls 

used in this experiment were three mock-infected piglets. The standards 

used were MMP-9 and MMP-2 purified from activated THP-1 cells. 
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To correlate the changes in the proteolytic activity with the pathology of the PRRSV

infected lungs, fonnalin-fixed, paraffin-embedded tissues were stained with hematoxylin

eosin (HE). PRRSV infection led to an infiltrant and proliferative pneumonia 

characterized by perivascular and peribronchiolar infiltrate, as it has been commonly 

described (Reviewed by Albina, 1997). Typical examples of the interstitial pneumonia 

caused by PRRSV infection are shown in Fig. 3 (D, E, F) and 4 (A,B). In more advanced 

stages, the lungs were filled with lymphoid cells and adopted a glandular aspect (Fig. 

4A). At such stages, pyknotic cells and edema fluid could also be seen in the infiltrates 

(Fig. 4B and Table 3) Light interstitial pneumonia and light hyperplasia of type II 

pneumocytes was observed at days 3 and 7 post-infection, the pneumonia and hyperplasia 

being the most severe at day 14 post-infection. A milder interstitial pneumonia was 

noticed at day 42 post-inoculation although it was still more severe than that found at day 

3 post-infection. Other signs of the infection could also be observed at day 7 and 14 post

infection (Table 3). In the kidneys, the glomeruli were more cellular and proteinacious 

debris were found in the tubules. Focal activation of lymphocytes could also be observed 

in various areas of the spleen. These results showed a correlation between the increase in 

the proteolytic activity and the severity of histopathological manifestations of the disease. 



80 

FIGURE 3 HISTOLOGICAL SECTIONS OF CONTROL (A TO C) AND PRRSV -INFECTED 

PIOLETS (D TO F). 

A) Spongiform aspect of the lungs of a normal ptg showing well

delineated thin alveolar septa with the normal aspect of a small blood 

vessel. 

B) General aspect of a normal bronchiole with cuboïdal epithelium and 

absence of lymphomononuclear infiltration of the muscularis mucosa and 

absence of surrounding interstitial pneumonitis. 

C) Normal appearance of a terminal bronchiole (longitudinal view) with 

absence of surrounding interstitial pneumonitis. 

D) Massive perivascular lymphomononuclear infiltration at day 14 post

infection. Alveolar septa are also thickened by lymphomononuclear 

infiltration. 

E) Marked peribronchiolar lymphomononuclear infiltration and 

hyperplasia of the bronchiolar epithelium (arrows) at day 42 post-infection. 

F) Longitudinal view of a 7 day-infected terminal bronchiole showing the 

peribronchiolar lymphomononuclear infiltration. Focal activation of 

lymphoid cells (arrows) can be observed. HE staining. Magnifications: 

lOOX (A) and 250X (B to F). 
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FIGURE 4 PRRSV -INDUCED SEVERE INTERSTITIAL PNEUMONfTIS. 

A) Proliferation of cells from the macrophage lineage inside the 

bronchiolar lumen blocking half of the airway as seen in PRRSV -infected 

piglets at 42 days post-Inoculation. 

B) Glandular appearance of the lungs resulting from an intense 

lymphomononuclear infiltration of the alveolar septa. The bronchiolar 

epithelium (arrows) was barely discernable from the surrounding normal 

lung tissue. Pyknotic cells (PC) and edematous fluid (EF) are observed in 

the infiltrate. The alveoli of the lung of the pig after 14 days post-infection 

are collapsed. HE staining. Magnification: 250X. 





Table 3. Histological findings in infected organs 

Time Post-Infection (Days) 

Microscopie lesions 3 

lnterstitial pneumonia + 
Pyknotic cells in septae +/-
Protein-rich exudate (alv. and bronchioles) 
Macrophages and debris (alv. and alv. ducts) 
Hyperplasia (pneumocytes type Il) + 
Necrotizing bronchiolitis 
Macrophages and debris (bronchioles) 
Hyperplasia (bronchiolar epithelium) + 
Peribronchiolar infiltration + 
Perivascular infiltration 
Necrotizing bronchitis 
Macrophages and debris (large bronchi) 

Enlarged glomeruli (kidneys) 
Protein-rich exudate in tubules (kidneys) 

Focal activation of lymphocytes (spleen) +/-

Legend : alv. = alveole, alveolar; N.A. = Not Available 
- normal apearance, +/- light, + moderate, ++ bad, +++severe 
N.B. control piglets were normal for ali criteria 

7 14 42 

+/++ +++ ++/+++ 
+ +/++ +/++ 

-/++ +/- -/++ 
-/++ +/- +/-
+/++ + + 

+/- +/++ +/++ 
+/++ +/++ + 
+ ++ +/++ 
+ ++ + 

+/- +/-

+/- + N.A. 

+/- + N.A. 

+/- + N.A. 
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Discussion 

In the present study, we demonstrated that : 1) intratracheal injection of PRRSV 

induces a significant increase of the proteolytic activity of cells in the pulmonary fluids of 

infected piglets, 2) the increase of the proteolytic activity is transient, being maximal 

between days 7 and 14 post-infection, with a return toward normallevels at 6 to 7 weeks 

post-infection, 3) a significant increase in the secretion of both MMP-2 and MMP-9 is 

observed in the BALs, but not in the serum, of infected piglets, 4) the increase in 

proteolytic activity is concomitant with the appearance of severe histologicallung lesions 

in the infected piglets. 

The data clearly showed that both MMP-2 and MMP-9, but not leukocyte elastase, 

were upregulated in the lungs of PRRSV -infected piglets. This pattern of proteolytic 

activity was not unexpected, as elastase-rich BALs are mostly associated with neutrophil 

infiltration, as observed in emphysema and cystic fibrosis (Greenberger, 1997). In fact, 

the finding by 7 to 14 days post-infection of increased amounts of extracellular MMP-2 

and MMP-9 proteolytic enzymes in BALs, two proteases commonly secreted by cells of 

the lymphocytic/monocytic lineage, corroborates recent observation~ by other 

investigators who reported that the number of lymphocytes and monocytes considerably 

increased in the lungs ofPRRSV-infected piglets from day 2 until day 21 post- infection 

(Shimizu et al., 1996; Samsom et al., 2000). In addition, Beyer et al. (1998) also showed 

that there is an increase in the alveolar macrophage chemokine AMCFII ~ the lungs 

following PRRSV infection, in addition to reporting histological data similar to ours. The 

increased secretion of both MMPs was only detectable in pulmonary fluids, and could not 
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be detected in serum samples, indicating that the modulation of the immune response 

during PRRS is only locally affected. 

There has been sorne indications that PRRSV infection is associated with local 

immunosuppression that favors opportunistic infections (Dee & Joo, 1994; Molitor et al., 

1997; Drew, 2000). One possible reason that could explain this immunosuppression is the 

fact that the virus can temporarily compromise the immune system of infected pigs 

through its ability to infect alveolar macrophages (Oleksiewicz & Nielsen, 1999; Zhang et 

al., 1999; Chiou et al., 2000). Data showing that the viral infection induces a rapid 

increase in the proteolytic activity of BALs is another mechanism that may compromise 

for several days the pulmonary immune response of the PRRSV -infected pigs since such 

proteolytic enzymes can lead to the cleavage of key molecules involved in the 

development of the immune response (Doring et al., 1995; Champagne et al., 1998). 

Further experiments will be necessary, however, to determine if indeed such molecules 

are cleaved upon PRRSV infection, and to identify those that are more susceptible to the 

proteolytic activities of MMP-2 and MMP-9. The fact that the increased proteolytic 

activity of BALs could not be associated with an upregulated elastolytic activity suggests, 

however, that local expression of molecules such as CD4, CDS, and ICAM-1 could be 

intact during the infection process (Champagne et al., 1998). 

However, the exact mechanism(s) by which PRRSV might impair macrophage or 

lymphocyte functions remains to be elucidated. Interestingly, Zhang et al. (1999) have 

recently demonstrated that four gene transcripts are induced following infection of P AM 

cells by PRRSV, ~ong which a gene that encodes a ubiquitin specifie ~rotease that 

regulates protein trafficking and degradation. 
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A number of studies have shown the presence of both PRRSV and mycoplasmas 

in the lungs of dysphneic piglets (Thacker et al., 1999). Although it can be postulated that 

the increase in proteolytic activity of BALs induced upon PRRSV infection may favor 

secondary mycoplasmal infection, further studies are required to determine whether the 

mycoplasmal infections may also lead to an increased proteolytic activity in $e lungs that 

could potentiate the effects of PRRSV, as recently suggested following ·vaccination 

against both agents. 

In conclusion, the data obtained in the present study provide preliminary 

evidences that PRRSV pulmonary infection can modulate the local proteolytic activity, 

mainly a significant increase in the secretion ofboth MMP-2 and MMP-9 by cells of the 

lymphocytic/monocytic lineage previously associated with pulmonary dysfunctions 

(O'Connor & FitzGerald, 1994; Kumagai et al., 1999). These results contribute to a better 

understanding of the molecular mechanisms underlying the PRRS disease, particularly 

the pulmonary dysfunctions and the transient immunodeficiency. 
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Au départ, nous avions établi comme hypothèse que l'infection produite par le 

VSRRP pourrait impliquer des protéases extracellulaires, à cause notamment de la 

présence: 1) de lésions caractérisées par une infiltration massive de cellules 

lymphocytaires et monocytaires (Shimizu et al., 1996; Samsom et al., 2000) et 2) 

d'infections secondaires opportunistes (Dee & Joo, 1994; Zeman, 1996; Molitor et al., 

1997; Thacker et al., 1999). 

Dans des cas bien connus de maladies dégénératives où l'implication des protéases 

extracellulaires à été démontrée, on retrouve également de fortes infiltrations 

leucocytaires. Par exemple, l'asthme est caractérisée par une infiltration massive des 

parois et de la lumière des voies respiratoires par des éosinophiles, des lymphocytes, des 

mastocytes et des basophiles (Kay, 1991; Busse, 1993). Ces cellules sont responsables du 

relargage de différents médiateurs chimiques de la réponse inflammatoire tels que 

l'histamine, les protéines contenues dans les granules des éosinophiles, ainsi que des 

leucotriènes (Bousquet et al., 1990). À l'aide d'un modèle murin, l'équipe de Kumagai 

(1999), a également observé que des MMPs étaient sécrétées dans les BALs au tout début 

de l'induction de l'asthme. Ils ont démontré que ces MMPs facilitaient l'infiltration des 

tissus pulmonaires par les lymphocytes et les éosinophiles. Ces résultats permettent bien 

d'illustrer le lien étroit qui peut exister entre le relargage des protéases extracellulaires 

dans les poumons et l'infiltration de ces tissus par des leucocytes. 

Chez les patients atteints de fibrose kystique, ce sont surtout les neutrophiles qui 

infiltrent les poumons (Greenberger, 1997). Ces neutrophiles relarguent, dans les 

poumons, de très grandes quantités d'élastase des leucocytes, enzyme qui, comme nous 

l'avons vu précédémment, est responsable de la dégradation de la matrice pulmonaire 

(Amitani et al., 1991), ainsi que du clivage de nombreuses molécules 

immunomodulatrices. Dans cette maladie, l'élastase est également impliquée dans une 

boucle sans fin d'infection et d'inflammation, de par la capacité que possède cette enzyme 

à nuire à l'opsonisaiion des bactéries en clivant C3bi et CRI (Tosi et al., 1990). En effet, 

l'infection chronique des poumons par Pseudomonas aeruginosa est la cause majeure de 

la mortalité chez les patients atteints de fibrose kystique (Schreiber & Goldmann, 1986; 
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Greenberger, 1997). De telles infections secondaires opportunistes et infiltrations 

leucocytaires témoignent d'une immunosuppression locale possiblement induite par 

l'action des protéases extracellulaires. 

L'ensemble de ces observations nous a amené vers l'hypothèse selon laquelle 

l'infection par le VSRRP induirait une variation de la sécrétion pulmonaire de protéases 

extracellulaires. Afin de valider notre modèle expérimental, nous avons déterminé, dans 

un premier temps, les paramètres expérimentaux de l'infection virale de façon à ce que 

celle-ci reproduise les symptômes observés dans les fermes de production porcine. Nous 

voulions ainsi nous assurer d'étudier la modulation des protéases dans le contexte d'une 

infection par le VSRRP typique (Pol et al., 1991; Beyer et al., 1997). Pour nous assurer 

de la productivité de l'infection, nous avons procédé à des tests par RT-PCR et des essais 

d'isolement en culture cellulaire afin de démontrer la présence du virus dans les différents 

tissus au début de l'infection, ainsi que pour suivre l'évolution de la virémie au cours de 

l'infection dans ces mêmes tissus. On a ainsi pu démontrer que les porcelets inoculés avec 

la préparation virale étaient positifs pour le VSRRP, que l'infection était systémique du 

jour 3 p.i. au jour 14 p.i.(inclusivement), et qu'elle se résorbait au jour 42 p.i.; l'infection 

se limitant alors aux poumons. Les titres viraux maximaux ont été enregistrés aux jours 7 

et 14 p.i., et ce autant au niveau des poumons que de la rate. 

Les travaux antérieurs de l'équipe de Serge Dea (résultats non-publiés et 

observations personnelles) ont démontré qu'étant donné que les infections en laboratoire 

sur des porcs SPF tendent à ne pas reproduire les signes classiques du SRRP, il semble 

que la quantité de virus, la méthode et le site d'inoculation soient déterminants pour la 

reproductibilité de l'infection expérimentale. Nous avons donc choisi d'inoculer les 

porcelets avec 10 7 TCID5o/ml de virus par voie intra-trachéale à l'aide d'un laryngoscope. 

La préparation virale, quant à elle, avait préalablement subi deux passages consécutifs sur 

cellules P AM, afm d'augmenter la virulence de cette souche adaptée à la culture tissulaire. 

Cette technique fut inspirée d'une étude qui a démontré l'importance de la virulence des 

souches virales utilisées lors d'infections expérimentales en terme de sévérité des 
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symptômes et des lésions observées (Rossow et al., 1995). Ce faisant, nous avons pu 

établir une bonne virulence face aux cellules cibles pulmonaires. 

La deuxième étape de cette étude visait à vérifier notre hypothèse selon laquelle il 

y aurait une modulation significative de l'activité protéolytique dans les BALs des porcs 

infectés par le VSRRP. Cette hypothèse est renforcée par le fait que le VSRRP a un 

tropisme reconnu pour les PAMs (Pol & Wagenaar, 1992) ainsi que pour d'autres types de 

cellules de la lignée monocytaire (V oicu, 1994 ). Les macrophages alvéolaires sont 

responsables de la présentation des antigènes viraux dont dépend la réponse ·immune anti

virale. Ces cellules sont également capable de sécréter diverses cytokines ainsi que des 

protéases extracellulaires (Goldstein, 1983; Green, 1997; Gibbs et al., 1999a). Étant 

donné que les PAMs sont au cœur même de l'infection par le VSRRP, et qu'ils sont 

capables de sécréter plusieurs types de protéases extracellulaires ou de cytokines pouvant 

inciter d'autres types de protéases extracellulaires à sécréter de telles enzymes, il était 

logique de postuler qu'une infection par le VSRRP puisse induire une augmentation de 

l'activité protéolytique intra-pulmonaire. 

Bien que nos travaux aient démontré que le niveau d'activité protéolytique 

augmentait significativement lors de l'infection par le VSRRP, nous n'avons pu attribuer 

cette augmentation à un type de protéase spécifique. Nous aurions voulu étudier la 

production de protéases extracellulaires par les cellules P AM, mais étant donné l'effet 

apoptotique du VSRRP sur les P AMs (Suarez et al., 1996), ainsi que la mortalité rapide 

des PAMs en culture suite à l'infection par le VSRRP (Olieksiewicz & Nielsen, 1999), 

nous n'avons pu tirer de résultats concluants pour notre hypothèse. De plus, la présence 

constitutive de MMPs dans le sérum fœtal de veau aurait nécessité que nous cultivions les 

P AMs sans sérum pour étudier la production des MMPs par zymographie, ce qui aurait 

sans doute été une tâche ardue, étant donné que les P AMs sont des cultures primaires. 

Pour compliquer encore plus les choses, nous devions également être conscients du fait 

que des études ont démontré que différentes populations de macrophage~ existent dans les 

poumons, et que la' susceptibilité face à l'infection par le SRRP varie d'une population à 

l'autre (Shibata et al., 1997, Done et al., 1996). Des études par marquage in situ avec des 
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sondes moléculaires spécifiques aux différents ARNm codant pour les protéases 

extracellulaires pourraient représenter une alternative valable lors d'études ultérieures. 

En ce qui a trait à l'étude des cellules possiblement responsables de cette 

augmentation d'activité protéolytique, nous devions également considérer le fait que 

l'effet du SRRP puisse être indirect. ll est certain que 1 'infection par le VSRRP induit la 

production de cytokines et autres molécules immunomodulatrices. Toutefois, nous ne 

savons pas si cette production est due à l'activation par les cellules du système 

immunitaire ou au relargage de ces cytokines suite à la lyse des cellules infectées 

(macrophages alvéolaires et/ou pneumocytes), ce qui favoriserait ensuite une 

surproduction de protéases extracellulaires par les cellules infiltrantes attirées au site 

d'infection par ces chimiokines. Cette dernière alternative est fort probable si l'on 

considère le fait que l'augmentation de l'activité protéolytique nette et de la sécrétion des 

MMP-2 et -9 que nous avons observé coïncidait avec l'apparition des lésions d'infiltration 

monolymphocytaire dans les poumons. De plus, les résultats d'une étude sur les cytokines 

et les immunomodulateurs produits lors de l'infection par le VSSRP (Beyer et al., 1998) 

sont cohérents avec cette hypothèse. Dans leur étude, et comme dans la nôtre, les lésions 

de pneumonie infiltrante apparaissaient au jour 7 p.i., alors que les poumons et les autres 

organes (rate et ganglions) étaient fortement positifs pour l'ARN viral depuis le jour 4 p.i. 

Beyer et ses collègues ont démontré que l'expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-

6 était augmentée de manière significative dès le jour 4 p.i., comparée aux témoins, autant 

dans les poumons que dans les autres organes observés. L'expression de la chimiokine 

AMCF Il, un facteur chimiotactique pour les macrophages alvéolaires, était augmentée 

significativement à partir du jour 7 p.i. Ces résultats semblent concorder avec nos 

observations histologiques où la réponse inflammatoire proprement dite semblerait plutôt 

débuter vers le jour 7 p.i.. En effet, ils ont noté le début de l'augmentation de l'expression 

de l'AMCF II au jour 7 p.i., alors que nous avons observé une prolifération de 

macrophages alvéolaires dans les lumières des bronchioles aux jours 14 et 42 p.i. 

Nos résulta~ sur la variation de l'activité protéolytique lors de l'infection par le 

VSRRP soulèvent une question intéressante: est-il possible de retrouver une telle 

modulation de la sécrétion de protéases extracellulaires lors d'un autre type d'infection 
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virale ? Il semble que ce soit possible dans le cas d'un autre virus à tropisme monocytaire, 

soit dans le cas de l'infection pulmonaire associée à l'infection par le IDV et le SIV. En 

effet, des études in vitro ont démontré que le mv -1 pouvait augmenter la sécrétion de 

:MMP-9 par les lymphocytes du sang périphérique (Weeks et al., 1993b) et les monocytes 

(Chapelet al., 1994). Il semble que la protéine gpl20 pourrait induire cette sécrétion par 

sa liaison aux co-récepteurs du mv (Missé et al., soumis). Dans le cas des monocytes, la 

protéine Tat a pu être liée à l'augmentation de la sécrétion de :MMP-9 in vitro (Lafrenie et 

al., 1996). Bien que les études in vivo ainsi que celles sur des cellules provenant de 

poumons n'aient pas été effectuées, les similitudes entre les lésions pulmonaires de 

l'infection par le SVRRP et celle du SIV et du lllV (Mankowski et al., 1988; Graziosi & 

Pantaleo, 1998) nous indiquent qu'il pourrait y avoir une augmentation de protéases 

extracellulaires lors de l'infection causée par ces virus in vivo. 

Pour la troisième partie de notre étude, nous avions comme objectif de tenter de 

caractériser le répertoire d'activité protéolytique pulmonaire tel qu'il est lors de l'infection 

par le VSRRP. L' élastase des leucocytes, associée à plusieurs maladies pulmonaires 

inflammatoires, était une cible logique comme point de départ à ces analyses. On la 

retrouve sécrétée en grande quantité dans les poumons des patients atteins de fibrose 

kystique, notamment (Goldstein & Doring, 1986). Afin de vérifier sa présence dans nos 

échantillons, nous avons utilisé un inhibiteur peptidique spécifique pour l'élastase des 

leucocytes, le MSAAPVCK (voir ANNEXE A). Nous n'avons pas pu mettre en évidence 

une production accrue de cette protéase dans les BALs, ce qui concorde avec notre 

observation selon laquelle peu de neutrophiles sont présents dans les infiltrats de 

poumons infectés par le VSRRP. 

Après l'élastase des leucocytes, les gélatinases sont les protéases les plus souvent 

étudiées dans les pathologies où l'on retrouve une infiltration leucocytaire reliée à une 

réponse inflammatoire. On les retrouve sécrétées en grande quantité ·chez les patients 

atteints d'asthme (Lemjabbar et al., 1999) et d'emphysème pulmonaire (Finlay et al., 

1997; Ohnishi et al:, 1998). Nous nous sommes donc concentrés sur l'étqde des :MMPs à 

l'aide de la technique de zymographie. Nous avons ainsi démontré que la sécrétion de 
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MMP-2 et MMP-9 était augmentée de manière significative dans les poumons lors de 

l'infection par le VSRRP. 

Voulant savoir si d'autres types de protéases étaient présentes, nous avons tenté 

d'analyser les BALs plus en profondeur. En utilisant la technique FASC, nous avons 

incorporé des inhibiteurs spécifiques à chacune des grandes familles de protéases 

extracellulaires dans nos réactions (voir ANNEXE A). Ainsi, nous avons utilisé 

l'aprotinin, l'a.t-Pl, la chymostatin et le leupeptin pour les protéases à sérine, l'E-64 pour 

les protéases à cystéine, la pepstatin-A pour les protéases aspartiques, et finalement, 

l'EDTA pour les MMPs. L'ensemble des résultats obtenus avec cette technique ne nous 

ont pas permis d'identifier une classe de protéases majoritairement exprimée dans cette 

infection, même lorsque nous utilisions jusqu'à trois inhibiteurs différents en même 

temps. Ces résultats nous ont permis de conclure que nous étions en présence d'un 

répertoire visiblement vaste et varié de protéases extracellulaires. L'identification des 

protéases sécrétées, autres que MMP-2 et MMP-9 nécessitera l'utilisatton de méthodes 

biochimiques préparatives et analytiques faisant appel à des colonnes d'affinité afin de 

séparer les différentes familles d'enzymes présentes et les caractériser ensuite à l'aide de 

tests biochimiques et d'inhibiteurs spécifiques. 

Nous avons vu que les lymphocytes et les monocytes sont capables de produire 

des MMPs et d'autres protéases. Différentes équipes de chercheurs ont établi des liens 

circonstanciels entre la présence d'infiltrats leucocytaires et la surproduction de protéases, 

notamment dans le cas de l'infection par Mycobacterium avium-intracellulare, de 

l'emphysème pulmonaire, de la fibrose kystique et de l'asthme (voir revue de littérature). 

Le groupe de Samsom (2000) a démontré que les infiltrats de poumons infectés par le 

VSRRP étaient composés de cellules NK, de cellules T CD8+ ainsi que de monocytes. 

Ainsi, pour la quatrième et dernière partie de cette étude, nous avons évaluer la possibilité 

d'un lien entre l'apparition des lésions de pneumonie interstitielle et l'augmentation de la 

sécrétion des protéases extracellulaires. Nous avons démontré lors de nos expériences que 

l'apparition des lésions où l'on retrouvait une forte infiltration par les cellules 
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lymphocytaires et monocytaires Gour 7 p.i.) coïncidait avec le début de la surproduction 

de protéases Gours 7 à 14). 

En analysant nos résultats et en les comparant aux autres données de la littérature, 

nous en sommes venus à développer un modèle hypothétique qui tente d'expliquer 

l'incrimintion ou le rôle de ces protéases extracellulaires dans la cinétique de l'infection 

respiratoire produite par le VSRRP. Tout d'abord, le virus entre dans les poumons et 

semble aller se loger dans les alvéoles pulmonaires et y cibler les macrophages 

alvéolaires et les pneumocytes de type II (Pol et al., 1991; Halbur et al., 1994; Beyer et 

al., 1998). On sait de par notre étude et celles qui l'ont précédé (Pol et al., 1991; Collins et 

al., 1992; Beyer et al., 1998), que l'infection devient très rapidement systémique Gour 3 

p.i.). Nous supposons que le VSRRP pourrait induire une sécrétion de facteurs 

augmentant la perméabilité des membranes, ce qui favoriserait son passage dans le 

système sanguin. Sa propagation jusqu'aux organes filtrants (rate, ganglions et reins) 

serait alors assurée par les monocytes infectés (Voicu, 1994). La réplication virale dans 

les poumons se poursuivant activement, nous supposons que le VSRRP continuerait à 

induire la sécrétion de molécules immunomodulatrices dont des cytokines pro

inflammatoires et des chimiokines ce qui augmenterait encore plus la perméabilité des 

membranes et permettrait aux lymphocytes puis aux monocytes d'infiltrer massivement 

les zones infectées par le VSRRP. Il a été démontré que l'infiltration semble débuter par 

les cellules NK vers les jours 3 à 7 p.i., puis les cellules T CD8+ cytotoxiques et les 

monocytes augmentent aux jours 7 à 21 p.i., et finalement suivent les macrophages à 

partir du jour 14 au jour 21 p.i (Samsom et al, 2000). 

Ainsi, l'augmentation de l'activité protéolytique coïncide avec l'infiltration 

lymphocytaire et monocytaire, c'est-à-dire du jour 7 au jour 14 p.i.. Considérant ces 

observations circonstancielles, il est néanmoins plausible qu'une bonne partie de cette 

activité protéolytique soit produite par les cellules infiltrantes. Nous savons que les 

protéases produites. ont pour principale fonction de remodeler la structure pulmonaire 

(voir revue de littérature) afin de: 1) favoriser l'infiltration d'autres cellules d'origine 

immunitaire et 2) de circonscrire physiquement l'infection. Par contre, cette 
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surproduction de protéases peut potentiellement causer un déséquilibre immunitaire 

favorisant la prolifération des agents pathogènes opportunistes souvent présents dans les 

fermes de production porcine. L'évidence principale établissant un lien entre le VSRRP et 

les infections secondaires n'est que circonstancielle. Elle provient de l'observation de Dee 

& Joo (1994) qui ont montré que l'élimination du VSRRP dans les fermes porcines 

provoquait en même temps une baisse dans les infections bactériennes pulmonaires en 

général. Les agents bactériens Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis et 

Streptococcus suis et Salmonella spp. sont le plus souvent associés à ces infections 

opportunistes chez les porcs atteints du SRRP (Done & Paton, 1995; Zeman, 1996). 

Solano et ses collègues (1998) ont de plus démontré que les P AMs provenant de porcs 

infectés et collectés au jour 7 p.i. ont une efficacité d'opsonisation réduite. Ainsi, l'apport 

aux poumons de monocytes ayant des capacités effectrices réduites et pouvant agir 

comme cellules cibles pour le virus favoriserait l'infection virale et l'établissement des 

agents infectieux opportunistes. 

Les résultats que nous avons obtenus lors de cette étude ouvrent de nouvelles 

perspectives quant à la caractérisation de la réponse immunologique contre le VSRRP. 

Ces résultats permettront à notre équipe de disposer de nouveaux paramètres d'évaluation 

de la protection locale induite par d'éventuels nouveaux vaccins. Présentement, seuls les 

titres d'anticorps sécrétés (réponse humorale) sont utilisés pour évaluer la protection 

vaccinale, ce qui ne donne aucune indication quant à la réponse immune cellulaire et 

mucosale. L'évaluation de la fluctuation de la sécrétion des protéases extracellulaires dans 

ce contexte particulier pourrait nous permettre d'évaluer le potentiel protecteur d'un 

vaccin. 

Nombre de questions entourant la surproduction des protéases extracellulaires 

dans les BALs restent à élucider. ll sera notamment important de déterminer quels sont 

les effets spécifiques des protéases extracellulaires contenues dans les BALs sur 

l'attachement viral et les récepteurs viraux, ainsi que leur impact sur l'immunité 
' 

mucosale, humorale et cellulaire, présente dans les poumons lors de l'infection virale. 
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Introduction 

Le coût des porcelets SPF et de leur hébergement en animalerie est très élevé, et il 

arrive que les infections par le VSRRP effectuées dans de telles conditions de salubrité, 

par rapport à une porcherie, ne produisent pas les symptômes typiques de cette infection. 

Nous avons donc procédé à une expérience préliminaire en utilisant un nombre minimal 

de porcelets (8) afin de déterminer les conditions optimales du modèle expérimental et 

mettre au point les différents paramètres d'évaluation de l'activité protéolytique. Plus 

spécifiquement, cette expérience préliminaire a permis de déterminer le titre viral et la 

meilleure méthode d'inoculation à utiliser afin d'obtenir une infection avec des 

symptômes se rapprochant le plus possible de ceux observés en porcherie. Lors de cette 

expérience, nous avons mesuré l'activité protéolytique nette et l'activité gélatinolytique 

contenue dans les lavages bronchoalvéolaires (BALs). Nous avons également tenté de 

déterminer, à l'aide d'inhibiteurs, le répertoire de protéases protéolytiquement actives. 

Cette annexe a été rédigée sous une forme abrégée étant donné que beaucoup d'éléments 

techniques et de discussion apparaissent déjà dans l'article ou dans les autres parties de ce 

mémoire. 

Matériel et méthodes 

Réactifs. L'aprotinin, la chymostatin, l'E-64, le leupeptin, la pepsine et la pepstatin-A ont 

été obtenus de chez Roche (Laval, QC, Canada). L'al-antitrypsine (al-AT), la 

chymotrypsine, l'EDTA-Na2, l'inhibiteur peptidique MSAAPVCK, et la papaïne ont été 

obtenus de chez Sigma (St. Louis, MO). L'élastase des leucocytes humaine (HLE) 

recombinante provient de chez Calbiochem (La Jolla, CA). La trypsine a été obtenue de 

BD Biosciences (Sparks, MD). 

Infection virale. Les détails concernant l'identité et la préparation de la souche virale 

sont en tout point identiques à ceux décrits dans 1' article. Les porcs ont été inoculés par 

voie oronasale alors qu'ils étaient sous sédation (acepromazine/ketamine). Les signes 

cliniques des porcs ont été notés à tous les jours pendant les deux semaines suivantes. 
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Lavages bronchoalvéolaires (BALs). Aux jours 3 et 7 post-infection, deux et trois 

porcelets respectivement ont été euthanasiés, leurs poumons récoltés aseptiquement pour 

la récolte des BALS, tel que décrits dans l'article. 

Mesure de l'activité protéolytique et calcul des unités d'activité protéolytique. La 

mesure d'activité protéolytique a été effectuée, tel que décrit précédemment (p.66). Les 

données récoltées lors de la titration de l'activité protéolytique effectuée à l'aide de 

dilutions en série (1/5 à 1/3125) (v/v) des BALs ont d'abord été exprimées sous forme de 

pourcentage de dégradation, selon la formule suivante : % de dégradation = lOO X 

(MFimicrosphères - MFiéchantillon )IMFimicrosphères, où MFI = Intensité de fluorescence 

moyenne. Nous avons ensuite mis ces données sous forme de graphique logarithmique 

où l'abscisse représente le pourcentage de dégradation et l'ordonnée, le facteur de dilution 

de l'échantillon. Le nombre d'unités représente la valeur correspondant à 50% de 

dégradation pour chacun des échantillons. Finalement, nous avons calculé la moyenne des 

facteurs de dilution pour les porcs de chacun des jours post-infection. 

Zymographie: L'analyse de la sécrétion des gélatinases A et B a été effectuée par 

zymographie avec le collagène dénaturé (gélatine) comme substrat, tel que décrit dans 

l'article. 

Réactions d'inhibition. Lors de chaque expérience, un volume de 10 J..Ll d'inhibiteur 

(concentré) ou de milieu RPMI sans sérum (pour les témoins) a d'abord été placé au fond 

des puits (plaque de 96 puits en polypropylène reposant sur la glace). Des aliquots de 80 

J..Ll de BAL, ou de milieu sans sérum contenant les enzymes témoins ont été ajoutés à 

l'inhibiteur. Les enzymes et les inhibiteurs ont été pré-incubés pendant 15 minutes à 37°C. 

L'activité protéolytique a ensuite été mesurée par FASC, tel que décrit dans l'article. 
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L'analyse des BALs des porcs infectés par le VSRRP a démontré une augmentation 

significative de l'activité protéolytique nette aux jours 3 et 7 post-infection chez les porcs 

infectés par le VSRRP par rapport aux porcs témoins (Figure 5). L'activité protéolytique 

nette chez les porcs non-infectés était minime (moins de 10 unités). Ces résultats étaient 

cohérents avec notre hypothèse de départ. La variation au jour 7 étant plus importante, 

les résultats ont démontré la nécessité d'augmenter, dans la mesure du possible, le 

nombre de porcelets à trois par points d'analyse, utilisant si possible un nombre constant 

de porcs pour chacun des jours post-infection. La différence obtenue entre les jours 3 et 7 

semblent également indiquer une certaine variation avec le temps, démontrant la nécessité 

de mesurer l'activité protéolytique sur une plus longue période afm d'obtenir une 

représentation plus juste de l'évolution de celle-ci. 

Activité gélatinolytique. 

La zymographie a été effectuée telle que décrite dans l'article. Selon nos résultats, 

l'activité MMP-2 et MMP-9 au jour 7 p.i. semble plus importante chez les porcs infectés 

que chez les porcs témoins (figure 6). Dans ce cas-ci également, les résultats suggéraient 

qu'il fallait observer les porcs sur une plus longue période de temps. 

Inhibition de l'activité protéolytique des BALs de la pré-expérimentation. 

Pour inhiber les protéases à sérine, nous avons utilisé l'aprotinin et l'a1-AT à des 

concentrations finales de 20 flg/ml et 1 flg/ml respectivement, la trypsine bovine (1 

flg/ml) étant utilisée comme témoin de l'effet d'inhibition. Ces concentrations avaient été 

déterminées lors d'expériences préliminaires dans le laboratoire du Dr. Yves St-Pierre à 

l'intérieur d'un projet visant à déterminer les caractéristiques du test FASC. Nous avons 

obtenu (Tableau 4) une inhibition de l'activité protéolytique nette de l'ordre de 20% avec 

l'aprotinin comparativement à une inhibition beaucoup plus faible avec l' a1-AT (moins 

de 10%). Nous avons donc préféré l'aprotinin à l' a 1-AT pour les expériences faites avec 

les mélanges, puisqu'il arrive que le test F ASC fonctionne moins bien avec certains 

inhibiteurs (observations personnelles). 
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Tableau 4. Inhibition de l'activité protéolytique des 
BALs de la pré-expérimentation 

Temps post-infection Gours) 

Inhibiteurs 

Aprotinin 

al-AT 

Chymostatin 

E-64 

EDTA 

Leupeptin 

MSAAPVCK 

Pepstatin-A 

Mélanges 

ED-A-E 

ED-A-a1 

ED-C-E 

ED-C-L 

Témoins 

18% 

10% 

N.E. 

1% 

5% 

3% 

5% 

N.E. 

N.E. 

N.E. 

N.E. 

N.E. 

3 

18% 

0% 

23% 

9% 

8% 

9% 

0% 

3% 

0% 

4% 

4% 

13% 

7 

--

23% 

2% 

48% 

3% 

10% 

1% 

3% 

N.E. 

17% 

24% 

19% 

12% 

Abréviations: ED = EDTA, A= aprotinin, a.l = a.l-AT, C = chymostasin, 
E = E-64, L = leupeptin et N.E. =non-effectué . 
Toutes les valeurs sont des moyennes exprimées sous forme de pourcentage 
d'inhibition et sont issues de plusieurs expériences indépendantes. 
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La chymostatin (100 Jlg/ml) est un inhibiteur plus spécifique des protéases à sérine 

apparenté à la chymotrypsine, l'enzyme témoin utilisée dans ce test (5 Jlg/ml). La 

chymostatin a généré une inhibition de l'activité protéolytique nette des BALs de l'ordre 

de 20 à 50%, indiquant que les BALs contiennent une grande proportion d'une protéase 

reliée à la famille des chymotrypsines, possiblement la chymase des mastocytes (voir 

revue de littérature). Toutefois, nous n'avons pas détecter d'augmentation marquée du 

nombre de mastocytes lors de l'analyse des coupes histologiques (observations 

personnelles). Bien que cet enzyme puisse être exprimé par d'autres types cellulaires, il 

est possible que l'action de cet inhibiteur ait un spectre d'inhibition plus large à celui 

attendu, ce qui est souvent le cas avec les inhibiteurs synthétiques. 

Nous avons utilisé le peptide MSAAPVCK (10J..I.M final) pour inhiber l'élastase 

des leucocytes, une protéase à sérine, en utilisant la HLE recombinante (2 Jlg/ml) comme 

enzyme témoin. L'inhibition obtenue avec cet inhibiteur (moins de 5%) était négligeable. 

Étant donné le peu de neutrophiles qui sont présents dans les poumons des porcs infectés 

par le VSRRP, ces résultats étaient prévisibles. 

Le leupeptin (25 Jlg/ml) inhibe aussi les protéases à sérine, mais il peut en plus 

inhiber les protéases à cystéine ayant une spécificité apparentée à la trypsine. Les 

protéases à cystéine, dont l'enzyme type est la papaïne (1 Jlg/ml) sont quant à elles 

inhibées par l'E-64 (20 Jlg/ml). Ces deux inhibiteurs ont donné des pourcentage 

d'inhibition similaires et peu significatifs (de l'ordre de 10%). L'EDTA (100 mM) est un 

inhibiteur non-spécifique des métalloprotéases. Lui aussi a inhibé environ 10% de 

l'activité protéolytique. 

Pour inhiber les protéases aspartiques comme la pepsine, ou certains types de 

cathepsines sécrétées par les neutrophiles, nous avons utilisé la pepstatin-A (500 ng/ml). 

L'effet de cet inhibiteur a été négligeable, consistant avec les résulats obtenus avec les 

inhibiteurs d'élastase. 

Le mélange d'EDTA, de chymostatin et de leupeptin (ED-C-L) semblait être le 

plus efficace pour inhiber les BALs (Tableau 4 en bas), mais le pourcentage d'inhibition 

obtenu était moindre que celui obtenu avec la chymostatin seule. Aucun des mélanges n'a 

semblé donner les résultats escomptés (i.e. d'effets additifs) par rapport aux inhibiteurs 

seuls. Les résultats utilisant les inhibiteurs variaient beaucoup entre les échantillons et les 
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expériences étaient peu reproductibles (observations personnelles), indiquant que le 

répertoire de protéases était possiblement constitué de plusieurs types de protéases 

distinctes, ou qu'il pouvait possiblement varier dans le temps. Les expériences 

préliminaires indiquent toutefois que des méthodes alternatives, telles que des approches 

biochimiques de nature préparative et analytique, seront nécessaires pour mieux 

caractériser ce répertoire. 

Conclusions 

Cette expérience préliminaire nous a permis de nueux planifier l'expérience 

décrite dans notre article. Nous avons pu remarquer lors de cette étude préliminaire que 

les porcs présentaient fort peu des symptômes typiques de l'infection par le VSRRP 

(hyperthermie, essouftlement à l'effort, toux et lésions pulmonaires macroscopiques) 

(observations personnelles). Ainsi, lors de la planification de l'expérience qui a mené à 

l'article, nous avons choisi une méthode d'inoculation différente; l'utilisation d'un 

laryngoscope évitant que le porc avale une bonne quantité de la préparation virale, la dose 

absolue qui se retrouvait dans les poumons était donc plus grande. À la lumière des 

résultats obtenus, nous avons également déterminé qu'une période d'observation plus 

longue serait préférable, nous permettant ainsi d'obtenir une vision plus globale de la 

variation de l'activité protéolytique et gélatinolytique dans le temps. Pour la prochaine 

expérience (celle décrite dans l'article), nous avons décidé d'abandonner la caractérisation 

des BALs à l'aide d'inhibiteurs, et décidé de regarder les lésions microscopiques afin de 

mesurer plus efficacement les signes typiques de l'infection et tenter de faire un lien entre 

l'augmentation de l'activité protéolytique et l'apparition des lésions. 
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