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Résumé

Les glucocorticoides sont les médicaments les plus efficaces pour le controle de
'obstruction respiratoire chez les chevaux atteints du souffle, et de I'asthme humain.
Toutefois, les neutrophiles persistent dans les voies respiratoires suite a ce traitement. Nous
avons précédemment rapporté que les neutrophiles sanguins humains et équins sont
sensibles a 1'action des glucocorticoides. Comme elle contribue a l'insensibilité des cellules
¢épithéliales pulmonaires humaines aux glucocorticoides, nous avons émis 1'hypothése que
I'IL-17 a un effet similaire sur les neutrophiles et qu’elle contribue a leur persistance dans
les voies respiratoires asthmatiques.

Objectifs : Evaluer 1. L’expression des deux sous-unités du récepteur de 1’IL-17
(I'L-17RA/IL-17RC) chez les neutrophiles équins hautement purifiés. 2. Si I'IL-17 active
directement les neutrophiles et si cette réponse est sensible a 'action des glucocorticoides.
3. L'effet de I'lL-17 sur la viabilité et 'apoptose des neutrophiles.

Résultats: 1. Les neutrophiles expriment I’I[L-17RA/IL-17RC aux niveaux
translationnel et protéique. 2. L’IL-17 induit une activation sélective des neutrophiles
(surrégulation de I’IL-8), qui n’est pas atténuée par dexaméthasone et 3. I’'IL-17 augmente
la viabilité des neutrophiles stimulés (LPS) par une diminution de l'apoptose.

Nos résultats indiquent que I'lL-17 active directement le neutrophile équin, et que
I’augmentation de I’IL-8 (puissant chimioatractant des neutrophiles) qui en résulte n’est pas
controlée par la dexaméthasone. L'IL-17 pourrait aussi contribuer a la persistance de
neutrophiles dans les voies respiratoires chez les chevaux atteints du souffle, en diminuant

'apoptose.

Mots-clés : Neutrophiles, cheval, glucocorticorésistance, interleukine-17, récepteur de

I’Interleukine-17, cytokines pro-inflammatoires, survie, apoptose.
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Abstract

Glucocorticoids are the most potent drugs for the control of the airway obstruction
present in heaves and asthma, although the airway neutrophilia persist with these agents. It
was previously reported that human and equine’s peripheral blood neutrophils are sensitive
to glucocorticoid. Interleukin-17 (IL-17) is a cytokine contributing to glucocorticoid
insensitivity airway epithelial cells in human. We therefore hypothesized that IL-17 has a
similar effect on neutrophils and contributes to the persistence of these cells in the airways
in response to glucocorticoid therapy.

In this study, we evaluated: 1. The expression of both subunits of IL-17 receptor (IL-
17RA/ IL-17RC) in highly purified neutrophils. 2. The gene expression of proinflammatory
cytokines in neutrophils to assess their activation by IL-17 and their effect in these cells
treated with glucocorticoids. 3. The effects of IL-17 on the viability and apoptosis in
neutrophils were performed.

Results showed that 1. Equine neutrophils express IL-17RA and IL-17RC at
transcriptional at protein level. 2. IL-17 induces a selective activation in neutrophils, which
results in an upregulation of IL-8, not attenuated by dexamethasone and finally, 3. IL-17
increases the viability of neutrophils stimulated with LPS by a decrease in apoptosis.

Our results indicate that IL-17 directly activates neutrophils to upregulate IL-8, a
potent neutrophils chemoattractant, and that this response is not prevented by
glucocorticoids. They also suggest a possible role of IL-17 in the persistence of neutrophils

in the asthmatic airways by decreasing apoptosis.

Keywords: Neutrophils, horse, glucocorticoresistance, interleukine-17, interleukine-17

subunits of receptor, proinflammatory cytokines, survival, apoptosis.
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Introduction

Les glucocorticoides (GCs) sont les médicaments les plus efficaces pour le
traitement de nombreuses maladies inflammatoires et immunitaires telles que 1'asthme
humain, la polyarthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes. Ces molécules
réduisent l'expression de plusieurs cytokines, chimiokines et molécules d'adhésion
impliquées dans le recrutement des cellules inflammatoires sur les sites d'inflammation.
Toutefois, une résistance a 1’action des glucocorticoides a été observée chez certains
groupes de patients atteints d'asthme neutrophilique. De la méme maniére, la persistance
des neutrophiles apres traitement par les GCs a été décrite chez les chevaux atteints du
souffle, une maladie utilisée comme modele naturel de 1'asthme. Cette persistance des
neutrophiles pourrait maintenir le processus inflammatoire qui conduit a une
hypersécrétion de mucus et de remodelage des voies respiratoires. De manicre
intéressante, la stimulation des cellules épithéliales bronchiques humaines par
l'interleukine-17 (IL-17) induit une diminution de la sensibilité de ces cellules aux GCs.
Les cytokines de la famille IL-17 sont principalement produites par les lymphocytes T
« helper » 17 (Th17) et d'autres cellules comme les cellules T gamma delta (T o), les
cellules «natural killer» (cellules NK), les cellules inductrices du tissu lymphoide (LTi),
les macrophages, les neutrophiles et les €osinophiles. L’IL-17 est capable d'induire
indirectement l'activation et le recrutement des neutrophiles dans les voies respiratoires
par l'induction de la production de chimiokines telles qu’IL-8, CXCL1 et G-CSF par les
cellules épithéliales et endothéliales. Des études réalisées chez les humains et chez les
chevaux ont montré une augmentation de I’expression du géne codant pour I'lL-17 dans
le liquide de lavage broncho-alvéolaire (BALF) apres un défi antigénique. Ces résultats
suggerent une possible implication de 1'lL-17 dans la diminution de la sensibilité des
neutrophiles aux GCs dans les voies respiratoires des chevaux atteints du souftle. Notre
étude vise a démontrer la présence des deux sous-unités du récepteur de I'lL-17 (IL-17RA
et IL-17RC) chez les neutrophiles équins. Par la suite, a étudier ’implication de 1'[L-17
dans l'activation des neutrophiles ainsi que la sensibilité de ces cellules ainsi stimulées
aux GCs, et finalement, a déterminer si 1'lL-17 module la viabilité et l'apoptose des

neutrophiles.
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Chapitre 1 : Recension de la littérature

1.1 Les neutrophiles

1.1.1 Définition

Les neutrophiles sont les granulocytes polymorphonucléaires (PMNs) les plus
nombreux dans le sang, et ce, chez plusieurs mammiferes [1]. Ce sont les composants
cellulaires les plus nombreuses du systéme immunitaire et les premiers médiateurs de la
réponse immune innée aux microorganismes envahissants [2]. Prés des deux tiers de
I’activité de la moelle osseuse sont dédiés a la myélopoiése, c’est-a-dire la production de
monocytes et granulocytes [3]. Ils représentent de 60 a 75% des leucocytes circulants
chez la majorité des carnivores, environ 50% chez les équins et, entre 20 et 30% chez les
bovins, les moutons et les animaux de laboratoire. Il a été estimé que le 49% des
neutrophiles se retrouvent en circulation, le 51% restant se trouve marginé dans les
vaisseaux sanguins [4]. Toutefois, lors d’une infection bactérienne aigué€, le nombre de

neutrophiles circulant peut augmenter jusqu’a dix fois [5].

1.1.2 Production des neutrophiles

Les neutrophiles sont générés en continu dans les cordons hématopoiétiques
entrecoupés dans des sinus veineux de la moelle osseuse a partir de précurseurs myeéloides
[6]. La différenciation en granulocytes est régulée par 'expression coordonnée de facteurs
de transcription myéloide (ex :STAT3, HoxB7 et Egrl), de protéines (ex : S100AS,
ST100A9 et I’¢élastase du neutrophile), de récepteurs (ex : N-formyl methionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLP)) et le facteur stimulant des colonies des macrophages et
granulocytes (GM-CSF) [7]. Au cours de sa maturation, le neutrophile passe a travers
plusieurs étapes de maturation, a savoir myéloblaste, promyélocyte, myélocyte,
métamyeélocyte, cellules en bandes et PMNs [8, 9]. Les granules des neutrophiles sont
formées dans 1’étape de promyélocyte [5]. La production des neutrophiles peut atteindre

jusqu'a 2x10'! cellules par jour [3] et leur principal régulateur est le facteur de stimulation
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des colonies de granulocytes (G-CSF), produite en réponse a I’interleukin-17 (IL-17), une
cytokine synthétisée principalement par les lymphocytes T [10]. La libération de I’'IL-17
est controlée par l'interleukin-23, provenant de macrophages et des cellules dendritiques
[1]. Au cours de I'inflammation, les neutrophiles infiltrent les tissus, puis éventuellement
deviennent apoptotiques et phagocytés par les macrophages et les cellules dendritiques
[3]. Cette phagocytose se traduit en une régulation négative de I'lL-23 de la part des

macrophages qui se manifeste par la réduction de G-CSF également [1, 3].

1.1.3 Structure des neutrophiles

Les neutrophiles sanguins ont de 10 a 20 pm de diametre, et possédent un
cytoplasme finement granulaire au centre duquel se trouve un noyau segment¢ irrégulier,
et dont la morphologie est particuliére [5]. En effet, le noyau peut se présenter sous de
nombreuses formes, avec de trois a cinq lobes reliés entre eux par des brins de chromatine
[11]. Les neutrophiles immatures montrent une 1égére « lobulation » nucléaire, tandis que
les cellules plus agées ont plusieurs lobes de couleur foncée. Chez quelques mammiferes,
les neutrophiles des femelles ont souvent un petit lobe en forme de pilon nommé
corpuscule de Barr [11]. La microscopie é€lectronique montre trois grands types de
granules riches en enzymes dans le cytosol [5]. D’abord les granules primaires
(azurophiles), qui sont des lysosomes primaires contenant des enzymes comme la
my¢loperoxidase, le lysozyme, 1’¢lastase, la B-glucoronidase et la cathepsine B. Puis, les
granules secondaires (spécifiques) qui contiennent le lysozyme, la collagénase et la
lactoferrine. Finalement, les granules tertiaires contiennent la métalloprotéinase
matricelle 9 (MMPy), aussi connue sous le nom de gélatinase B [1], laquelle permet aux
neutrophiles de traverser la membrane basale de 1’endothélium [12]. Le cytosol contient
aussi, un petit appareil de Golgi, des mitochondries un peu dispersées, et certains dépots

de glycogene sont également présents dans le cytoplasme [11].

1.1.4 Réservoirs des neutrophiles

Dans des conditions physiologiques, les neutrophiles peuvent étre trouvées dans
la moelle osseuse, la rate, le foie et les poumons [5]. Les raisons de la concentration des
neutrophiles dans ces organes restent toutefois non €élucidées [1]. Il est possible que ces

organes soient des réservoirs de neutrophiles matures, qui peuvent étre déployés

18



rapidement vers les sites d'inflammation ou d'infection. Une autre hypothése est que ces
granulocytes patrouillent constamment les organes susmentionnés a la recherche de

1ésions tissulaires ou d'invasion microbienne [1].

1.1.5 Demi-vie, recrutement et amorc¢age du neutrophile

Les neutrophiles ont longtemps été considérés comme des cellules de courte

1'2 heures chez la souris et 8 heures chez

durée, avec une demi-vie en circulation de
I’humain [13]. Une étude a changé ce concept en proposant que sous des conditions
normales, la demi-vie moyenne du neutrophile murin serait de 12.5 heures et jusqu’a 5.4
jours chez ’humain [14]. Néanmoins, la méthodologie dans cette derni¢re étude a été
critiquée, puisque le marqueur utilisé s’accrocherait aussi aux neutrophiles de la moelle
osseuse, menant a une surestimation de la demi-vie de ces cellules [15].

Le recrutement rapide de neutrophiles dans les tissus est d'une importance
fondamentale pour le systéme immunitaire inné [5]. Ce processus multi-étapes consiste
en la mobilisation des PMNs de réserve de la moelle osseuse, l'accélération de
I’hématopoicse et le recrutement de pools marginés en réponse a des stimuli
chimiotactiques provenant des pathogenes et/ou de 1’hdte [2]. Dans la plupart des tissus,
la cascade de recrutement des leucocytes implique les étapes suivantes : attachement,
roulement lent « rolling », adhérence, reptation « crawling » intraluminale et enfin
transmigration (Figure 1.1). Le recrutement de neutrophiles est dépendant du contact de
celui-ci avec ’endothélium des veinules et des signaux recus par l'intermédiaire de
médiateurs inflammatoires solubles (incluant histamine, cystéinyl, leucotriénes et
cytokines), libérés par des leucocytes tissulaires quand ils entrent en contact avec des
agents pathogenes [1, 2]. Les granulocytes marginés roulent lentement tout au long de la
surface de l'endothélium grace a D’interaction d'une famille de glycoprotéines, les
sélectines [16]. Une fois dans les tissus conjonctifs, leur durée de vie peut étre de 4 jours,
durant lesquels ils vont phagocyter des bactéries, débris cellulaires, et corps étrangers
[11]. Il existe une population des neutrophiles ayant un profil de récepteurs de surface
spécifiques (CD54Meh CXCR1%) qui ont la capacité de réaliser une transmigration

inversée « reverse transmigration » (RT). Ces neutrophiles qui représentent de 1-2% de

la population totale de neutrophiles lors d'inflammation systémique, ont la capacité de
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traverser une monocouche endothéliale in vitro et d’émerger ensuite par RT en conservant

leur capacité d’étre activés [17].
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Figure 1.1 Ktapes séquentielles de recrutement des neutrophiles depuis la
vascularisation jusqu’aux tissus.

Deux méthodes possibles de transmigration sont reconnues : a. Para-cellulaire (entre les
cellules endothéliales) et b. Trans-cellulaire (a travers les cellules endothéliales). Le
roulement est principalement dépendent des sé€lectines, tandis que 1’adhésion, la reptation
« crawling » et la transmigration dépandent des interactions avec les intégrines. Les
chimiokines qui bordent la partie luminale de I'endothélium activent le roulement des
neutrophiles, induisant ainsi des changements conformationnels des intégrines de surface
des neutrophiles et permettant les événements subséquents. Les neutrophiles rampants
suivent le gradient de chimiokines tout au long de I'endothélium, qui les guide vers les
sites préférentiels de la transmigration. L'image de microscopie a fluorescence in
vivo montre une veinule de la peau d’une souris avec des neutrophiles (LY6G") marqués
en rouge (phycoérythrine conjuguée aux anticorps). Le sujet a été infecté par le
Staphylocoque aureus et l'image a été prise deux heures plus tard. On y voit les
neutrophiles dans différentes étapes de la migration: cellules circulant librement, cellules
roulant en étendant des attaches, neutrophiles adhérés et extravasées. Tiré avec
permission [1].
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La capacité des neutrophiles a se localiser aux sites de l'infection est un élément
clé de la réponse inflammatoire aigu€. La migration des neutrophiles a travers les tissus
est influencée par les substances chimioattractantes produites par I'hdte au cours de
lI'inflammation et par les facteurs dérivés des agents pathogénes [2]. L’un des facteurs
chimiotactiques les plus puissants pour le neutrophile est IL-8 [18]. Cette chimiokine est
produite en réponse a des stimuli pro-inflammatoires par une panoplie de cellules, dont
des phagocytes mononucléaires, les neutrophiles, les mastocytes, les cellules épithéliales,
les kératinocytes, les fibroblastes et les cellules endothéliales. Les neutrophiles sont aussi
recrutés efficacement par les leucotriénes et les prostaglandines produites de manicre
exogene dans les sites d'infection et par le composant du complément C5a [19]. De
nombreux composants de bactéries, telles que la fMLP ou les peptidoglycans sont des
chimioattractants et contribuent directement au recrutement, a la migration et a la

potentialisation de la fonction des neutrophiles [20].

1.1.6 Mécanismes d’action des neutrophiles

L'élimination des organismes envahisseurs exige l'orchestration des évenements
de transduction de signaux complexes [2]. Pour accomplir leur rdle, les neutrophiles
possedent une impressionnante gamme de mécanismes qui peuvent étre activés, de
manicre intra- et extracellulaires (Figure 1.2). Lorsque les neutrophiles phagocytent les
microorganismes, ils sont encapsulés dans les phagosomes, ou les agents pathogenes sont
¢liminés en utilisant des mécanismes dépendants de la NADPH oxygénase ou de
protéines antibactériennes (cathepsine, défensine, lactoferrine et lysozyme) qui sont

libérées a partir leurs granules, soit dans les phagosomes ou dans le milieu extracellulaire

[3].
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Mechanismes
d'élimination

Phagocytose Degranulation NET=

Figure 1.2. Différents mécanismes d’élimination des pathogénes par les neutrophiles

La phagocytose directe, la dégranulation et la libération de NETs. Tiré avec permission

[1].

Les neutrophiles activés peuvent éliminer des microorganismes extracellulaires
en libérant aussi des pieges extracellulaires (NETs) [21]. Il s’agit d’un réseau constitué
d'ADN auquel sont amalgamés des histones, des protéines (ex : la lactoferrine et de la
cathepsine S) et des enzymes (ex : MPO et élastase) provenant des granules. Les NETs
agissent comme des filets en immobilisant les agents pathogenes, les empéchant ainsi de
se propager (Figure 1.3), mais aussi en facilitant la phagocytose des microorganismes
piégés. Ils sont également responsables de 1’élimination d’agents pathogenes griace aux
histones et aux protéases antimicrobiennes. Deux modeles décrivant la libération de
NETs ont été proposés: un mécanisme de mort cellulaire et un mécanisme d'extrusion
d’ADN des cellules intactes [22]. En effet, il a ét¢ démontré que les neutrophiles liberent
leurs NETs assez rapidement (en quelques minutes), ce qui leur permet de garder la
capacité de réaliser certaines fonctions immunes, comme le rampement directionnel et/ou

la chimiotaxie [1].
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Figure 1.3. Etapes dans la libération de NETs par les neutrophiles

Tiré avec permission [1]

1.1.7 Principales cytokines produites par les neutrophiles humains et équins

Les neutrophiles expriment et produisent des cytokines soit de manicre
constitutive ou lors de I'activation par des stimuli environnementaux [23]. Ces cytokines
appartiennent a différentes familles (Tableau I), y compris des cytokines pro-
inflammatoires et  anti-inflammatoires, des  chimiokines, des cytokines
immunorégulatrices, des membres de la superfamille du facteur de nécrose tumoral et des
facteurs angiogéniques et fibrogéniques. Les neutrophiles, en produisant une telle variété
de cytokines, auraient la capacité d'influencer de fagon significative non seulement les
multiples aspects des réponses immunitaires et inflammatoires, mais aussi la défense
antivirale, 1'hématopoicse, l'angiogenese et la fibrogenese [23]. Chez les équins,
I’expression de plusieurs de ces cytokines a été confirmée dans le contexte du souffle,
une maladie respiratoire fréquente chez cette espeéce, et un modele d’asthme humain

(Tableau I) [24, 25].
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Tableau I. Génes exprimés par le neutrophile humain et équin

Geénes exprimés par le neutrophile humain

CC Chimiokines Cytokines proinflammatoires
CCL2, CCL3, CCL4, CCL17, CCL18, CCL19, CCL20, CCL22  IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-7, IL-9, IL-16, IL-17, IL-
18, MIF
CXC Chimiokines Cytokines immunorégulatrices

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCLS, INFa, IFN-B, IFNy, IL-12, IL-21, IL-23, IL-27,

CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL13 TSLP
Facteurs stimulants des colonies Cytokines anti-inflammatoires
G-CSF, GM-CSF, IL-3, SCF IL-1ra, IL-4, TGFB1, TGF B2
Facteurs angiogéniques et fibrogéniques Membres de la
VEGF, BV8, HBEGF, FGF2, TGFa, HGF, Angiopoietine 1 superfamille TNF

TNFa, FasL, CD30L, TRAIL, LIGHT,
Lymphotoxine B, APRIL, BAFF, CD40L,
RANKL
D’autres cytokines

NGF, BDNF, NT4, PBEF, Amphiréguline, Midkine, oncostatine M, Activine A, endothéline

Génes exprimés par le neutrophile du cheval

CXC Chimiokines Cytokines proinflammatoires
CXCL8, CXCL2 (MIP-2) IL-1B, IL-6
Membres de la superfamille TNF Cytokines anti-inflammatoires
TNFa IL-10

Tableau I. Cytokines produites par le neutrophile humain. (A) Modifié de Tecchio et al. 2014 (en
voie de permission). (B) Génes exprimés par les neutrophiles équins. D’aprés Joubert, P (2001),
Joubert, P (2008), Hirsch, G (2012) [24, 25]
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1.1.8 Apoptose des neutrophiles

L'apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmée [5]. 1l s’agit d’un
processus utilisé par tous les types cellulaires et il permet le renouvellement des cellules
[26]. L’apoptose des neutrophiles est un processus ayant pour but de maintenir
homéostasie du systétme immunitaire [27]. Cependant, 1’apoptose retardée des
neutrophiles est une composante importante de maladies inflammatoires et auto-immunes
[28]. Les neutrophiles apoptotiques sont ensuite ingérés et dégradés par les macrophages,

permettant ainsi de résoudre l'inflammation sans relachement de substances cytotoxiques

qui pourraient endommager les tissus de 1’hote [26].

De fagon importante, I’apoptose est accompagnée d'une diminution générale de la
fonction pro-inflammatoire des PMNs [26] et est caractérisée par une perte des granules

cytoplasmiques, l'arrondissement du noyau et la condensation de 1’hétérochromatine

nucléaire (Figure 1.4).
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Figure 1.4. Neutrophiles non stimulés apres 24h de culture

Les fleches montrent les cellules apoptotiques, caractérisées par 1’arrondissement du
noyau, perdre des granules cytoplasmiques et condensation de la hétérochromatine
nucléaire. Laboratoire de Biologie moléculaire respiratoire équin, Faculté de médecine

vetérinaire, Université de Montréal.
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Deux voies principales apoptotiques ont été décrites dans presque toutes les
cellules, y compris les neutrophiles : la voie extrinséque laquelle implique des récepteurs
de mort cellulaire et, la voie intrinséque ou mitochondriale [5]. La voie extrinséque est
initiée par des cytokines extracellulaires comme le facteur de nécrose tumorale (TNF-a),
le ligand Fas, ou TRAIL « TNF-related apoptosis-inducing ligand », en agissant a travers
des récepteurs spécifiques comme le CD95 (Fas) [5, 28]. Les récepteurs de mort cellulaire
font partie de la famille de récepteurs de surface de type 1. Ils possédent une séquence
cytoplasmique de 80 acides aminés qu’on nomme domaine de la mort. Ces récepteurs
sont activés par des ligands exprimés sur les cellules cytotoxiques. Les ligands se lient a
ces récepteurs de mort permettant 1’assemblage de plusieurs protéines adaptatrices dans
un complexe de signalisation. Une fois assemblé, ce complexe active les caspases 8 et 10
[5]. La voie intrinséque ou mitochondriale, en revanche, est initiée par la rupture de la
membrane mitochondriale externe suite 4 un dommage (ex : oxydation et radiation). Ce
stimulus active la protéine pro-apoptotique bcl-2, laquelle libére le cytochrome C et
d’autres facteurs pro-apoptotiques dans le cytosol. Le cytochrome C active la formation
d’un complexe protéique appelé apoptosome. Celui-ci activera a son tour la caspase-9.
Une fois les caspases 8, 9 ou 10 déclenchés par I’une ou I’autre des voies, la cascade des
« caspases effectrices » (caspase-3, 6 et 7) est initi¢, permettant la dégradation des
protéines cellulaires et la décomposition des organelles, résultant en morte cellulaire

(Figure 1.5) [5].
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Figure 1.5. Les voies intrinséque et extrinséque par lesquelles I’apoptose peut étre
activée

Les deux voies menent a l'activation des caspases effectrices (3, 6 et 7), la fragmentation
de ’ADN et la mort cellulaire. La voie extrinseque est activée par I'union des récepteurs
de mort comme le CD95 et la formation des complexes de signalisation qui induisent la
mort (DISC). La voie intrinseque est initiée par des dommages cellulaires, incluant
I’injection de granzymes, en provoquant la libération du cytochrome C depuis la
mitochondrie, la formation d’un apoptosome et 1’activation de la caspase 9. Tiré avec
permission de Veterinary immunology, Tizard, 1., Page 192, Copyright Elsevier, 2013

[5].
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1.1.9 Méthodes d’isolation des neutrophiles

Les neutrophiles équins et humains sont isolés a partir de sang périphérique,
contrairement aux souris ou les neutrophiles sont traditionnellement isolés a partir de la
moelle osseuse ou de la cavité péritonéale [23]. Dans la littérature, plusieurs méthodes
d’isolation sont rapportées. On note entre autres la procédure classique de séparation sur
un gradient de densité a partir de sang entier en utilisant des milieux comme le métrizoate
de sodium et le dextran 500 [29]. D’autres techniques utilisant différents milieux tels que
le Ficoll-sodium metrizoate (Ficoll-paque plus) et des particules de silice colloidale
enrobées de polyvinylpyrrolidone (Percoll) [30] sont également couramment utilisées.
Basée sur la séparation en fonction de la densité, cette méthode consiste a superposer le
sang entier sur milieu de gradient, puis de faire une centrifugation, ce qui permet une
séparation de la couche des neutrophiles. Ensuite, la lyse des érythrocytes résiduels est
réalisée. Finalement, les neutrophiles sont lavés, comptés et resuspendus dans un tampon
a la concentration désirée. Avec ces méthodes, il est possible d’atteindre une pureté
>95%.

Il existe également de nouvelles techniques de purification basées sur une
immunosélection négative ou positive avec des billes magnétiques, comme EasySep
(EasySep neutrophil enrichment kit, Stemcell Technologies) et MACS (MACS® Cell
Separation, Miltenyl Biotec), lesquelles permettent d’atteindre des puretés supérieures a

99.5% en minimisant le risque de contamination avec les autres cellules.

1.1.10 Détection des cytokines/génes dans les neutrophiles : Méthodes et mises en

garde

De maniere similaire a ce qui est observé dans d’autres types cellulaires, la
production de cytokines par les neutrophiles est généralement précédée par une
accumulation accrue des ARN messagers (ARNm). Ceux-ci peuvent étre détectés et/ou
quantifiés par plusieurs techniques telles que la réaction de polymérisation en chaine
(PCR), le northern blot et I'hybridation in situ [31]. Un des facteurs limitants dans la
quantification de I’expression des geénes dans les neutrophiles humains et équins est leur
faible contenu d’ARNm [31]. Le nombre de cellules nécessaires a 1’obtention d’une
quantité suffisante d’ARN est trés important (en moyenne 10 cellules pour 1 pg d’ARN)
pour certaines de ces techniques, ce qui représente un réel défi lorsque plusieurs

expérimentations différentes doivent étre réalisées. Le développement de la PCR a
28



révolutionné la quantification de 1’expression des geénes, car cette technique procure un
haut degré de sensibilité, permettant 1’utilisation d’une quantité moindre d’ARN, tout en
procurant une excellente appréciation de I’expression génique. Par contre, cela signifie
qu’une faible contamination d’ARNm par exemple 1% des autres cellules comme des
monocytes, lymphocytes ou des éosinophiles, peut résulter en une contamination de 20%
au niveau d’ARNm, car les cellules mononucléaires possédent entre 10 a 20 fois plus
d’ARNm que les neutrophiles [31], c’est pour cette raison que [’haute pureté des

neutrophiles est vitale pour avoir des résultats adéquats.

1.1.11 L’inflammation neutrophilique dans les voies respiratoires

L'accumulation de neutrophiles est une caractéristique de I'inflammation des
voies respiratoires chez les patients atteints de la maladie pulmonaire obstructive
chronique (MPOC) et aussi chez certains patients souffrant d'asthme, particulierement les
patients plus séveres, lors d’exacerbations et suite a une exposition a la cigarette [32-34].
Ce sont aussi les cellules prédominantes dans la lumicre des voies respiratoires et chez
les chevaux atteints du souffle en exacerbation de la maladie [35]. Les neutrophiles en
libérant leurs produits bioactifs pourraient ainsi contribuer a la pathogenése de la maladie
dans les voies respiratoires [36]. Les neutrophiles peuvent notamment libérer des
cytokines qui vont entretenir leur recrutement, comme le TNF-a et IL-8, cette dernicre
étant un puissant agent chimiotactique pour les neutrophiles. Les neutrophiles libérent
aussi la leucotriene By et radicaux libres qui augmentent la production de I'L-8, ce qui
contribue au recrutement des neutrophiles et indirectement a 1I’hyperréactivité bronchique
[37].

Les neutrophiles pourraient causer des dommages tissulaires par la libération de
plusieurs composants qui dégradent les protéines ou par des composants cytotoxiques
[38]. Entre autres 1’élastase qui détruit I’¢élastine, un composant structurel important du
poumon qui prévient le collapse des voies respiratoires périphériques. Cette destruction
mene a I’emphyseéme pulmonaire et possiblement au remodelage du tissu respiratoire [39-
41]. De méme, I’¢lastase semble contribuer a I’hypersécrétion de glandes muqueuses dans
les voies respiratoires chez I’humain et chez d’autres mammiferes [42, 43]. Les MMPs
comme le MMP-8 et MMP-9, libérées aussi par les neutrophiles et qui ont la capacité de

dégrader le tissue, pourraient contribuer a la pathogenese de 1’asthme [44, 45].
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1.2 Les corticostéroides

1.2.1 Définition et classification

Les corticostéroides ou corticoides sont des hormones stéroidiennes naturelles
sécrétées chez les animaux par le cortex de la glande surrénale, a partir du cholestérol,
qui ont un role clé dans I’homéostasie de I’organisme. En effet, ces hormones permettent
a ’organisme de s’adapter aux changements environnementaux internes [46]. La partie

superficielle de la glande surrénale sécrete :

e Les glucocorticoides (GCs) (particulicrement le cortisol), produits dans la zone
fasciculaire et la zone réticulée, ont des propriétés anti-inflammatoires et une action
sur le métabolisme protéique et glucidique.

o Les minéralocorticoides (principalement 1’aldostérone), produits dans la zone
glomérulaire, agissent sur la régulation de 1'eau et du sel dans le corps (rétention d'eau
et de sodium, élimination de potassium).

e Les androgénes et estrogénes, qui ont un role dans le développement des

caracteres sexuels [46, 47].

Dans le paragraphe suivant, une description plus approfondie des glucocorticoides,

molécules utilisées dans notre projet, est présentée.

1.2.2. Les Glucocorticoides

Les glucocorticoides sont d’importants médiateurs du métabolisme
intermédiaire [47]. Ils sont impliqués dans les réponses cataboliques au stress, dans le
métabolisme des hydrates de carbone et des triglycérides, dans la fonction
cardiovasculaire et dans 1'immunité [48]. Au moins 95% de [Dactivité des
glucocorticoides résulte de la sécrétion du cortisol, connue aussi comme Aydrocortisone.
Le reste de I’activité des glucocorticoides est di a la corticostérone.

Parmi les principaux effets des glucocorticoides, on retrouve :
- Métabolisme des hydrates de carbone: Stimulation de la gluconéogencse, la
diminution de I'utilisation de glucose par les cellules et I’augmentation de la

concentration sanguine de glucose en opposition a I’action de I’insuline [49].
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- Métabolisme des protéines : Réduction des protéines cellulaires, augmentation
des protéines dans le plasma et du foie et, des acides aminés sanguins, diminution
du transport des acides aminés dans les cellules extra-hépatiques et transport
renforcé dans les cellules hépatiques.

- Métabolisme de graisses : Mobilisation des acides gras et prise de poids causée
par un exces de cortisol.

- Stress et inflammation : Le stress physique ou le stress neurogénique causent
une augmentation immeédiate et marquée de la sécrétion d’adrénocorticotrophine
(ACTH) ou adrénocorticotropine, qui est sécrétée par hypophyse antérieure [50]
de la glande pituitaire, ce qui a pour conséquence une augmentation de la sécrétion
surrénale corticale de cortisol. Dans un contexte inflammatoire, les GCs
endogénes et exogenes ont la capacité de supprimer 1'expression de médiateurs
pro-inflammatoires comme des cytokines, des chimiokines et des molécules

d’adhésion [51].

Comme mentionné précédemment, la sécrétion des glucocorticoides est régulée
par I’hormone ACTH dont la sécrétion est a son tour contrdlée par I’hormone de libération
de la corticotropine (CRF), aussi connue comme facteur de libération de la corticotropine

(CRH) qui est sécrétée par I’hypothalamus (Figure 1.6) [50].
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Figure 1.6. L’axe hypothalamus-hypophyse-surrénalien (HPA Axis) et les effets
immunosuppresseurs du cortisol

Inhibition de plusieurs médiateurs de I’inflammation, des cytokines pro-inflammatoires
par les macrophages, c’est ainsi qu’il y a une limitation de l'étendue de la réponse
inflammatoire en voie de permission [52, 53].

1.2.2.1 Effets anti-inflammatoires des glucocorticoides

Grace a leurs multiples effets, les GCs sont les médicaments anti-inflammatoires
les plus puissants actuellement disponibles pour le traitement des maladies
inflammatoires chroniques comme 1"asthme et 1"arthrite rhumatoide [53, 54]. Lorsque de
grandes quantités de cortisol sont sécrétées ou injectées dans I’organisme, les premieres
étapes du processus inflammatoire sont bloquées par la stabilisation membranaire du
lysosome, la diminution de la perméabilité des capillaires, la diminution de la migration
des leucocytes, la diminution de la phagocytose des cellules endommagées et la
diminution de la fiévre par une réduction de la libération de I’IL-1 par les leucocytes [47,
50]. Les effets anti-inflammatoires peuvent se réaliser dans les heures ou les jours

suivants le blocage de la majorité des facteurs qui favorisent I’inflammation [50].
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Les GCs sont capables de diminuer le nombre de monocytes en circulation, la
synthése de cytokines pro-inflammatoires et de prostaglandines par les cellules
inflammatoires en inhibant le facteur nucléaire kB (NF-kB) [52] ainsi que 1’expression
de molécules du complexe majeur d'histocompatibilité¢ (MHC) de type 11 et les récepteurs
Fc [49]. De la méme facon, le nombre de cellules T circulantes sont diminuées ou inhibées
par action des GCs. Chez les PMNs, une diminution des basophiles et éosinophiles se
produit par les GCs, tandis que les neutrophiles circulants augmentent [49]. De plus, les
GCs réduisent I’expression des molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales et la
prolifération des fibroblastes, ce qui engendre en une diminution de la perméabilité des

vaisseaux [49].

La sécrétion des cytokines pro-inflammatoires, lors de [’activation des
macrophages et des lymphocytes, induit non seulement la mise en place de la réponse
inflammatoire, mais aussi 1’expression et la libération de I’hormone de libération de la
corticotropine (CRH). La CRH, a son tour, fait augmenter la production d’ACTH,
laquelle stimule les cellules du cortex surrénal a synthétiser et sécréter les GCs. Le
cortisol inhibe 1’action de plusieurs médiateurs de 1’inflammation (eicosanoides,
sérotonine, facteur d’activation des plaquettes (PAF), bradykinine). Le cortisol inhibe
aussi la libération des cytokines par les macrophages, incluant IL-1a, IL-18 et TNF-a.
Etant donné que ces cytokines induisent la libération de CRH, mais aussi 1’augmentation
du cortisol dans le sérum, la sécrétion de cortisol induite par le stress pourrait limiter

I'étendue de la réponse inflammatoire (Figure 1.6) [52, 55].

1.2.2.2 Mécanismes d’action moléculaire des glucocorticoides

Les effets biologiques des GCs sont médiés par deux mécanismes différents qui
menent a la suppression des geénes inflammatoires. 1. La voie génomique classique
médiée par I’activation des récepteurs des glucocorticoides dans le cytosol (cGR), et 2.

Les mécanismes non génomiques.
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Voie classique génomique

Le récepteur des glucocorticoides :

Le récepteur de glucocorticoides (GR) fait partie de la superfamille des récepteurs
nucléaires régulés par leurs ligands tout comme les récepteurs aux minéralocorticoides, a
la vitamine D, a I’acide rétinoique et les hormones thyroidiennes et sexuelles [54, 56]. Le
gene du GR humain est localisé sur le chromosome 5 (région 5q31p) [57] et contient 9
exons, dont le premier et dernier sont susceptibles a I’épissage alternatif (Figure 1.7).

Chez le cheval, le géne du GR, aussi nommé NR3CI1, est situé sur le chromosome 14.

Des épissages alternatifs du GR générent plusieurs variantes, deux d’entre elles le
GRa et GRP ont été la cible de nombreuses études a cause de leur abondance relative.
Ces deux variantes sont identiques a 1’exception de 50 acides aminés additionnels
présents chez le GRa et, le GRP contient 15 acides aminés non homologues au GRa.
D’autres variants comme le GRO et le GRy ont également été décrits et pourraient jouer
un role dans le développement de la résistance aux GCs dans certains cancers [58]. Il
existe des variantes additionnelles du GRa; GRa-A, -B, -C1, -C2, -C3, -D1, -D3, qui sont
générés par des mécanismes post-translationnelles comme la phosphorylation,
’ubiquitination et la sumolyation (Figure 1.7). L’expression de ces isoformes dans
différents types cellulaires pourrait expliquer la variété de réponses de celles-ci aux GCs
[58, 59]. Le GRa classique est exprimé de maniere ubiquitaire dans les cytoplasmes des

cellules cibles [60] et est fonctionnel lors de son activation par les GCs.

Contrairement au GRa, le GRp est incapable de se lier aux GCs comme
conséquence des différences de séquence qui entrainent une modification dans la région
de liaison du ligand [61, 62]. De plus, le GRP diminue ’activité¢ de transactivation du
GRa et réprime les promoteurs de réponse NF-kB et AP-1 médié par le GRa [63]. De
plus, la formation de I’hétérodimere GRo/GR, empéche la formation de I’homédimere
actif du GRa [64]. La présence du GRp a été associée comme €tant un facteur important

de la glucocorticorésistance, dans plusieurs conditions pathologiques dont 1’asthme [65,
66].
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Figure 1.7. Le gene du glucorécepteur (GR) génere de multiples isoformes.

L’¢épissage alternatif de 1’exon 9 produit le GRa (vert foncé) et le GRp (vert clair).
L’ARNm du GRa et du GRp produit des isoformes additionnels par une initiation de la
traduction alternative. Les numéros indiquent le premier et dernier résidu de chaque
isoforme du GR. Chaque séquence protéique du GR peut étre modifiée par
phosphorylation (P) sur les résidus S113, S141, S211, et S226; par ubiquitination (U) sur
le résidu K417 et/ou par sumoylation (S) sur les résidus K277, K293 et K703 Tiré avec
permission [58].

Effets génomiques de glucocorticoides :

Dans la voie génomique classique, le GC lipophile passe a travers la membrane
cellulaire de maniére passive ou par diffusion a travers des transporteurs membranaires
pour joindre le cytosol. L’hormone se fixe ensuite au GR intracellulaire (Figure 1.9),
localis¢ dans le cytosol ou le noyau pour former un complexe GC-GR [60]. Par la suite,

le GR du complexe GC-GR est activé et ainsi libéré a partir des protéines chaperonnes,
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comme la HSP90 de I’anglais « heat shock protein 90 » [67]. Ensuite, le complexe GC-
GR réalise une translocation vers le noyau ou il exerce ses effets moléculaires a travers
plusieurs mécanismes et avec la participation de cofacteurs sélectifs pour enfin réguler la
transcription des génes spécifiques [68, 69]. Par la suite, le complexe GC-GR peut se
fixer aux éléments de réponse au GC (GREs) localisés dans les régions promotrices des
genes cibles. La trans-activation qui en résulte, et qui active la transcription des génes
anti-inflammatoires, comme 1’Annexin-1 (lipocortine-1), la protéine inhibitoire de
sécrétion leucocytaire (SLPI), I’IL-10, la protéine kinase activée par un mitogéne —
phosphatase 1 (MKP-1) et aussi le IkB-a, inhibiteur du NF-xB [70, 71]. D’autre part,
I’interaction du GR avec des éléments négatifs de réponse au GC, mécanisme nommé /a
cis-répression, supprime la transcription de certains génes. La cis-répression joue un role
important dans la médiation des effets secondaires des corticostéroides comme par
exemple, I’inhibition de l'expression d'ostéocalcine qui est impliquée dans la synthése
osseuse [70]. La trans-répression a par ailleurs une action anti-inflammatoire médiée par
I’interaction du GR avec des molécules coactivatrices comme les protéines de liaison
CREB (CBP), lesquelles sont activées par des facteurs de transcription pro-
inflammatoires comme le facteur NF-kB, produisant une diminution dans 1’expression
des cytokines, chimiokines et molécules d’adhésion, enzymes, récepteurs et protéines

inflammatoires (Figure 1.8) [69, 70, 72].

D’autre part, le complexe GC-GR intranucléaire inhibe la transcription des geénes
pro-inflammatoires par le recrutement d histones désacétylases (HDACs), en particulier
la HDAC2. La HDAC2 est capable d’induire la désacétylation de genes pro-

inflammatoires, réduisant 1’acces de ces génes a la machinerie transcriptionnelle [73].
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Figure 1.8. Voie génique: différentes voies de régulation de ’inflammation par les
glucocorticoides (GCs)

Les GCs entrent dans la cellule et lient le récepteur de glucocorticoides (GR) dans le
cytoplasme pour transloquer vers le noyau. Le GR se lie aux éléments de réponse aux
glucocorticoides (GRE) dans la région promotrice des génes sensibles aux stéroides, qui
peuvent coder pour des protéines anti-inflammatoires. Moins fréquemment, le GR
interagit avec des GREs négatifs afin de réprimer des genes. Le GR nucléaire interagit
également avec des molécules de coactivation telles que CREB-binding protein (CBP),
qui sont activées par des facteurs de transcription pro-inflammatoires, tels que le facteur-
kB nucléaire (NF-kB), important pour la transcription des génes inflammatoires. SLPI:
inhibiteur de leukoprotéase sécrétoire; MKP-1: mitogen-activated kinase phosphatase-1;
IkB-a: inhibiteur de NF-kB; GILZ: protéine leucine =zipper induite par les
glucocorticoides; POMC: proopiomélanocortine; CRH: facteur de libération de
corticotropine. Tiré avec permission [70].

Le temps nécessaire pour 1’activation de la voie génomique est cliniquement long : les

effets pouvant étre percus des heures ou méme des jours suivant I’administration [60].
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Voie non génomique

Les GCs peuvent aussi agir par un mécanisme non génomique (Figure 1.9) qui
est caractérisé par des effets observés dans un délai de temps trés court, de ’ordre de
quelques secondes [74]. Egalement, la voie non génomique est responsable des effets des
GCs sur les cellules anucléées telles que les plaquettes, les érythrocytes et les
spermatozoides, qui en I’absence d’un noyau fonctionnel, exclut 1’action génomique [60].
De plus, les effets sont principalement caractérisés par leur insensibilité aux inhibiteurs
de la transcription comme 1’actinomycine D et de la synthése protéique comme la

cycloheximidine [60, 75].

Les mécanismes d’action non génomiques des glucocorticoides possibles sont décrits a

continuation :

- Interactions spécifiques avec un GR membranaire (mGR) :

Il existe un variant du GR li¢ a la membrane (mGR) qui régule des effets spécifiques
rapides non génomiques dans la cellule, dans laquelle il induit la génération d’une variété
de systémes de messagers secondaires, de changements dans les flux d’ions, ainsi que
I’activation de différentes voies de kinases [76]. L’expression des mGCR a été observée
dans de mononucléaires de patients humains avec arthrite thumatoide, ainsi qu’il a eu

évidence d’une surrégulation lors de ces cellules stimulées avec LPS in vitro [77].
- Interactions non spécifiques des GCs avec des membranes cellulaires :

Etant donné que les GCs sont des molécules lipophiles qui vont avoir tendance & rester
dans les membranes lipidiques, spécialement a de fortes concentrations utilisées in vitro,
ils pourraient interférer avec la fonction et l’activité des protéines associées a la
membrane, ainsi qu’aux canaux d’ions comme le calcium, potassium et sodium ou bien
les récepteurs des protéines [60, 78, 79]. Néanmoins et puisque les doses utilisées dans la
majorité des études démontrant ces effets se situent dans I’intervalle supérieur a celles
physiologiques et thérapeutiques (>10uM), I’importance de ce concept reste controversée

[78].
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- Effets non génomiques médiés par le GR classique :

Tel que mentionné, certains effets des GCs sont caractérisés par une insensibilité
aux inhibiteurs transcriptionnels, ce qui témoigne sa nature non génomique. Toutefois,
ces effets peuvent aussi étre modifiés par I’antagoniste du GR nucléaire (RU486) [74].
Citons par exemple, I’effet des GCs sur D’activation de 1’oxyde nitrique synthase
endothéliale (eNOS), un important médiateur de la protection cardiovasculaire. En effet,
I’activité du eNOS est stimulé par la dexaméthasone (DEX) de maniere dose dépendent
dans les cellules endothéliales humaines, et cette activité est augmenté de manicre
significative aprés 10 minutes de stimulation. Cette augmentation a ét¢ complétement
bloquée avec le RU486, ce qui indique I’implication d’un mécanisme médié par ce dernier

[80].

Interaction entre les voies d’action génique et non-génique

Les effets rapides non génomiques des corticostéroides pourraient avoir une
influence sur le génome a travers plusieurs mécanismes, comme par exemple un effet sur

I'"AMPc, le PKC ou PKA, et sur la MAP Kinase (Figure 1.9) [60, 75].
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Figure 1.9. Effets génomiques et non-génomiques des glucocorticoides

Interaction entre les voies génomiques et non-génomiques d’actions des corticostéroides.
Les voies d’actions incluent I’activation transcriptionnelle directe via le récepteur
classique (a gauche), I’activation des voies kinases entrainées par des récepteurs
classiques (centre), de méme que les voies de I’AMP cyclique, la lipase et la kinase en
incluant les flux des ions, lesquels sont médiés par les récepteurs non classiques (droite).
Quelques voies de signalisation permettent de maniére indirecte la modulation dans
I’expression des genes a travers la modification des facteurs de transcription. CREB :
« C-AMP reponse element-binding » c’est une protéine ubiquitaire qui agisse comme un
facteur de transcription liant I’AMPc. DAG : Diacyl-glycérol, un activateur de la protéine
kinase C. ERK/MAPK: «extracellular-signal-regulated kinase/mitogen-activated
protein kinase », InsP3 : Inositol trisphosphate, MEK, MAPK et ERK kinase, pCREB :
CREB phosphorilé, PI3K : « phosphatidylinositol 3-kinase », PKA : protéine kinase A,
PKC : Protéine kinase C, PLC : phospholipase C. Tiré avec permission [60] .
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1.2.3 Effets des glucocorticoides sur le neutrophile

Les glucocorticoides diminuent [’activité¢ fonctionnelle des neutrophiles, y
compris la phagocytose, la chimiotaxie, la dégranulation, 1'adhérence, la génération de
super oxyde et la cytotoxicité [81-83]. Il existe un rapport chez les chevaux dans lequel
I’administration de DEX semble étre associée a une stimulation des neutrophiles dans les
voies respiratoires, néanmoins, les valeurs dans I’augmentation des neutrophiles sont

discutables [84].

Contrairement a leurs effets sur les lymphocytes, les monocytes et les ¢osinophiles
périphériques, les GCs administrés in vivo induisent une neutrophilie dose-dépendante.
Cette réponse a été attribuée a ’augmentation de la libération des neutrophiles par la
moelle osseuse et a la migration retardée de 1’espace intravasculaire vers les tissus. De
plus, les GCs augmentent la survie des neutrophiles humains [85] et équins [25] en
inhibant leur apoptose, ce qui se traduit par une persistance des neutrophiles en

circulation.

I existe plusieurs mécanismes proposés a travers lesquels les GCs inhibent 1’apoptose

cellulaire [86]:

a. La surrégulation des membres de la famille anti-apoptotique Bcl-2 [87].

b. L’induction d’un inhibiteur d’apoptose (IAP-1) [88, 89].

c. L’activation de NF-kB [90].

d. La suppression des composants de la voie extrinséque de I’apoptose [91, 92].

e. L’induction des molécules de signalisation comme la phosphatase-1 MAPK

(MKP-1) et la kinase-1 activée de sérum et GC (SGK-1) [93, 94]

Dans le neutrophile humain, ces mécanismes ont été associés avec 1’augmentation des
niveaux de Mcl-1, un membre appartenant a la famille Bcl-2. Cette surrégulation correle

avec la suppression de plusieurs voies de I’apoptose [86] .
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1.2.4 Résistance aux glucocorticoides

Les glucocorticoides sont hautement efficaces dans le contrdle de 1’asthme et
d’autres maladies inflammatoires chroniques et immunitaires [95]. Toutefois, chez
certains patients asthmatiques séveres, de méme que chez des patients atteints de MPOC,
la glucocorticothérapie par voie orale et par inhalation a une faible efficacité [68, 96].
Cette glucocorticorésistance est définie chez 1’humain atteint d"asthme, comme étant un
¢échec dans l'amélioration de plus de 15% de la fonction pulmonaire apres un traitement
avec des doses ¢levées de prednisone pendant une période de deux semaines [95]. Par
ailleurs, seule une faible proportion des asthmatiques démontre une compléte résistance

[97].

Chez les chevaux, il n’existe pas des publications qui démontrent un
glucocortirésistance comme tel. Par contre, il existe des données non publiées décrivant
un cas de résistance a la dexamethasone, chez un cheval atteints du souffle (Stamper, A.J.
et al., 2002). Dans ces données, 1’administration de DEX a démontré une résistance
traduite dans la non-amélioration de la fonction pulmonaire du cheval corticorésistant en
comparaison avec deux autres chevaux. Ils ont aussi observé que 1I’administration des
GCs occasionne une suppression dans la production du cortisol endogene, tel que déja
rapporté pour notre laboratoire [98]. Dans la méme ¢tude, en mesurant 1’expression du
GRa chez les chevaux atteints du souffle, ils observent une sous-régulation de cette
derniére en comparaison avec le cheval sain. De maniére différente, pour le GRp, il n’y
avait pas un changement significatif. Ces observations différent de celles observées chez

I’homme [99].
I1 existe plusieurs mécanismes proposés pour la glucocorticorésistance dans I’asthme :

Augmentation de 1’expression de GRf} : Un mécanisme proposé pour la résistance aux

GCs dans I’asthme est la surrégulation de I’isoforme B du récepteur (GRB) [95]. Il a été
démontré que celui-ci agit comme un inhibiteur négatif dominant sur le GRa [56].
Cependant, la raison physiologique de I’abondance relative du GRP comparée a celle du
GRa n'est pas définie [100-103]. La surexpression du GRf} dans des cellules primaires
¢épithéliales pulmonaires chez I’humain asthmatique, suite a une stimulation a I’'IL-17,
suggere un possible role de cette cytokine dans I'atténuation de la réponse normalement

induite par les GCs [99].
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Cytokines inflammatoires : La combinaison de I’IL-2 et I’IL-4 induit une résistance aux

stéroides in vitro par la surrégulation de 1’expression du GRf dans les lymphocytes T
périphériques [102] et par 1’activation de la protéine kinase mitogene activée (MAPK
p38), laquelle phosphoryle le GRa et réduit son affinité de liaison au GCs inhibant ainsi

sa translocation nucléaire [97].

Anomalies dans 1’acétylation et désacétylation des histones :

Un autre mécanisme de résistance aux glucocorticoides est la réduction de I’activité de la
HDAC. Le recrutement de HDAC2 par les geénes anti-inflammatoires activés est un
important mécanisme de répression génique par les GCs. L’activité et I’expression de la
HDAC:Ss sont réduites chez patients présentant une diminution de la réponse aux GCs

[104].
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1.3 L’interleukine-17

1.3.1 Définition de ’interleukine-17

L’interleukine-17 (IL-17, anciennement nommée IL-17A) est une cytokine qui
joue un roéle important dans I’immunité en induisant la libération d’une variété de
cytokines pro-inflammatoires ainsi que de chimiokines qui peuvent, entre autres, médier
le recrutement rapide des neutrophiles (Figure 1.10) [105]. Cette cytokine est produite
principalement par certains lymphocytes T auxiliaires, les lymphocytes Th17 [106], qui
secretent aussi d’autres cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-17F et I’'IL-22 [107].
Les cellules Th17 dont I’existence fut postulée pour la premicre fois par Coffman et al.
en 1986 ont changé le paradigme de la réponse inflammatoire en expliquant la présence
de cytokines différentes de celles sécrétées dans les réponses de type Thl et Th2, modéle

qui prédominait en immunologie, et ce depuis presque deux décennies [108].

L’IL-17 humaine a été clonée en 1996 et a été identifiée par hybridation
suppressive soustractive chez les rongeurs [109]. Le géne codant pour cette cytokine est
localisé chez I’humain sur le chromosome 6 et, chez le cheval, sur le chromosome 20.
L’IL-17 a été identifiée chez ’humain comme une glycoprotéine de 15 kDa contentant
155 acides aminés, avec une affinité du 63% avec I’homologue murin CTLA-8 [110].
Dés sa découverte, I’IL-17 a fait ’objet d’une attention particuliere dii a son role
important dans la défense contre les bactéries et les moisissures, spécialement dans les
mugqueuses et les barriéres physiologiques de 1’organisme [111] et ce ciblant des signaux
inflammatoires promouvant la mobilisation des neutrophiles et I’expression de facteurs
antimicrobiens [112, 113]. De plus, il a été démontré que les cellules Th17 de par leur
production d’'IL-17 jouent un role clé dans la pathogenese de certaines maladies auto-
immunes incluant 1"arthrite rhumatoide, le psoriasis et I’encéphalomyélite, ainsi que le

cancer [114, 115].
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Figure 1.10. Effets pro-inflammatoires de I’IL-17 dans I’asthme

Recrutement des neutrophiles dans les voies respiratoires par action indirecte de 1’IL-17
sur les macrophages, €osinophiles (Eos), cellules T, qui vont stimuler des cellules
structurelles comme les cellules endothéliales et épithéliales qui vont sécréter des
molécules telles que les métalloprotéines de matrice (MMP)-9, la myeloperoxidase
(MPO), 1'¢lastase des neutrophiles (NE) et les mucines. GM-CSF : Facteur stimulateur
des colonies des granulocytes et macrophages 7iré avec permission [116]

1.3.2 Cellules productrices de I’interleukine-17

En plus des cellules Th17, il existe une variété de cellules productrices de I’'IL-17,
telles que les cellules T gamma delta (yo T) [117], les cellules T alpha beta (aff T), les
cellules inductrices de tissus lymphoides (LTi), les cellules « Natural Killer », les
macrophages [118]. D’autres sources de I’IL-17 comme les cellules de Paneth dans
I’intestin [119], les neutrophiles [120, 121], les éosinophiles, les mastocytes dans

I’arthrite humaine [122] (Révisé en [123]) ont été rapportées.
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1.3.3 Membres de la famille de I’'IL-17 et leurs récepteurs

1.3.3.1 La famille de ’Interleukine-17 :

La famille des cytokines de I’interleukine-17 consiste en six membres (Figure
1.11) avec différentes fonctions: 1'IL-17, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (aussi
dénommée 1L-25) et IL-17F (Table II) [112], dont I’IL-17 et I’'IL-17F sont les mieux
caractérisées. L’IL-17 est un homodimiére covalent qui peut former un hétérodimeére avec
I’IL-17F (IL-17/IL-17F) [124, 125] agissent a travers les mémes sous-unités des
récepteurs A et C de I'[L-17 (IL-17RA et IL-17RC) [126]. L'IL-17 joue un rdle plus
important que 1'IL-17F dans 1"auto-immunité possiblement en conséquence de sa force
de signalisation accrue [127]. Plusieurs de ces cytokines : I’IL-17, I’'IL-17D, I’'IL-17E et
I’IL-17F sont produits par les lymphocytes T et posseédent de puissantes propriétés pro-
inflammatoires [107]. Leur taille oscille entre 20-30 kDA.

IL-T7A—
ILWF IL]?A |L 7F IL-T7E IL-T7B IL-T7C IL-T7D

O @ @ @ " o

IL-T7RA IL-T7RA Unknown IL-T7RD IL-T7/RD  IL-T7RA
receptor

Figure 1.11. La famille IL-17R et leurs ligands

Principales caractéristiques structurales. Six IL-17 (IL-17A a IL-17F) et cinq récepteurs
(IL-17RA a IL-17RE) ont ét¢ identifiés. Le récepteur pour IL-17D est inconnu, de méme
que le ligand pour IL-17RD et pour IL-17RA-IL-17D [112]. CBAD : C/EBPp activation
domaine ; FN : domaine comme fibronectine III; SEFIR : SEF/IL-17R; TILL, « TIR-like
loop ». Tiré avec permission [112].
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1.3.3.2 La famille des récepteurs IL-17R :

La famille des IL-17R comprend cinq sous-unités de récepteurs : IL-17RA, IL-
17RC, IL-17RD, IL-17RE et IL-17RF (Figure 1.11) [128]. Toutes ces sous-unités sont

transmembranaires et contiennent des protéines allant de 499 a 866 acides aminés [112].

IIs incluent un domaine extracellulaire similaire a la fibronectine III et un domaine

cytoplasmique SEF/IL-17R (SEFIR) [112]. Le tableau II indique aussi les fonctions

connues du lignage des récepteurs de la famille des cytokines de 1'IL-17.

Tableau II. Membres

famille de D’interleukine-17

récepteurs, fonctions et

expression
Membre Autres Récepteurs Fonction Principale Expression
De La Noms
Famille
IL-17 IL-17A et IL-17RA et IL- Pathologie auto-immune, recrutement  Cellules T af, Cellules T 5, Cellules
CTLAB 17RC des neutrophiles et immunité aux T “natural killer” et Lymphocytes Ti
pathogénes extracellulaires macrophages, cellules de Pansth,
neutrophiles, £osinophiles, mastocytes
IL-178 IL-17RB Irconnu Cellules du tract gastro-intestinale,
pancréas et neurones
IL-17C - IL-17RE Inconnu Cellules de la prostate, du rein
foetal, du thymus et du foie
IL-170 - Incannu Inconnu Cellules T, de muscle lisse, cellules
épithéliales et cellules de cerveaux.
IL-17E IL-25 IL-17RA et IL- Induit réponses type Th2 et supprime Lymphocytes intra-épithéliales,
17RB réponses Th17 cellules épithéliales pulmonaires,
macrophages, éosinophiles,
basophiles, NFT cellules, Th2
cellules, Mastoctyes, cellules
du tract gastro-intéstinale et
I'utérus.
IL-17F - IL-17RA et IL- Recrutement des neutrophiles en haut Thi17 cellules, Lymphocytes T CD8+,
17RC concentrations et immunité aux Lymphocytes T 6, Lymphocytes T
pathogénes extracellulaires NE et Lymphocytes Ti
IL-17A-IL- - IL-17RA et IL- Pathologie auto-immune (présumé) Thi7 cellules, Lymphoctyes T CD8+,
17F 17RC recrutement des neutrophiles et Lymphocytes T y&, Lymphocytes T
immunité aux pathogénes MK et Lymphocytes Ti
extracellulaires
viL-17 ORF13 IL-17RA (et IL- Inconmu Herpesvirus salmiri
17RC)

CTLAS: lymphocyte T cytotoxique 8, IL-17R: récepteur de Finterleukine-17, LTi: inducteur du tissue lymphoide, NKT, Cellule
T « Natural killer », ORF13: « open reading frame 13 », Th: Cellule T « helper ».

[112, 129]
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1.3.4 Différentiation et régulation des cellules Th17

La différenciation des cellules Th17 a partir des cellules T CD4 " naives est médiée
par plusieurs cytokines et facteurs de transcription [130]. Ce processus a tout d’abord été
caractéris¢ chez des cellules murines, ou la présence du facteur de croissance
transformant béta (TFG-P) et de I’IL-6 active le facteur de transcription RORyt (récepteur
orphelin apparenté au récepteur des rétinoides). Le RORyt est considéré comme le
régulateur principal de la différenciation des cellules Th17 [131]. Il a été démontré que
chez I’humain, I’IL-1P est aussi nécessaire pour 1’induction de RORc (équivalent de
RORyt chez les modéles murins) [132, 133]. L’activation de RORyt entraine la
différentiation des Th17 en induisant I’expression du récepteur de 1’IL-23 (IL-23R), pour
qu’elles deviennent réceptives a I'lL-23 (Figure 1.12) [134]. L’IL-23 stimule la
différentiation compléte des Th17 [115] et la production d'IL-17, ainsi que la sécrétion
d'autres cytokines y compris IL-17F, IL-21 et IL-22 [135]. Les cellules Th17 humaines
produisent aussi I’'[L-26 et la CCL20 (chimiokine ligand 20), cette derni¢re est un
important agent chimioattractant pour les lymphocytes [136] et expriment leur récepteur,
CCR6 [137]. Pourtant les cellules Th17 peuvent avoir le potentiel de promouvoir la
migration d’autres lymphocytes Th17 sur le site inflammatoire [135].

Les cellules T régulatrices CD4+ (Treg) semblent jouer un rdle dans la régulation
des cellules Th17. Plus précisément, l'induction des Treg est associée a l'expression du
facteur de transcription « forkhead box P3» (FoxP3) et la suppression des RORyt [138]
en présence de cytokines pro-inflammatoires. Cependant, les Treg peuvent étre amenées
a se différencier en cellules Th17, qui pourraient aider a perpétuer I’état inflammatoire
chronique [139, 140].

D’autres facteurs de transcription tels que STAT3 et STATS sont impliqués dans
la différenciation des cellules Th17 [141]. STAT3 est activé par des cytokines inductrices
des cellules Th17 comme I’IL-6, 1IL-21, I’IL-23 [142]. Ainsi, chez ’humain, une
mutation du géne codant pour STAT3, démontre une diminution dans la production de
I’IL-17 et une augmentation de la sensibilité aux infections normalement controlées par
les cellules Th17 [143].

Aussi, le facteur de transcription BATF (Basic Leucine Zipper Transcription
Factor) est impliqué dans la régulation de I’'IL-17 et la différenciation des cellules Th17

en se liant a la fois aux régions proximales et régulatrices intergéniques [144].
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Figure 1.12. Régulation des cytokines dans la différentiation du lignage des cellules
Th17

L’IL-6 stimule I’'IL-21, qui a son tour induit sa propre transcription d'une maniére
dépendante de STAT3. L’ expression de I’'IL- 23R induite par I’IL- 21 (et I’'IL- 23) dépend
de RORyt et de STAT3. Le signal de I'IL-21R et IL- 23R en association avec TGF-f3,
programme les cellules T naives vers le lignage Th17 de manicre indépendant de I'IL- 6.
La différenciation des cellules Th17 nécessite 'action coopérative des RORyt et STAT3.

L'induction de I’IL- 17 par I'IL- 6, en 1'absence de la signalisation de 1'[L-21 /IL-21R, est
présentée avec les fleches pointillées. Tiré avec permission [131]

1.3.5 Voies de signalisations activées par ’interleukine-17

La liaison de I’IL-17 a ses récepteurs (I’IL-17RA et I’'IL-17RC), stimule plusieurs
cascades de signalisation, dont l'activation de la protéine adaptateur Act-1 « nuclear
factor-kB (NF-xB) activator 1 » (Figure 1.13) [145]. Ensuite, I'IL-17RA et I’Act-1
peuvent former un complexe [146] qui est dépendant de SEFIR (SEF/IL-17R). La SEFIR
est un segment de protéine cytoplasmique présente dans toutes les membres de la famille
de récepteurs transmembranaires de 1’IL-17 [145, 147]. Par la suite, la présence des
molécules de signalisation intracellulaire telles quel le récepteur associé au facteur de
nécrose tumorale (TRAF)6, (TRAF)3 et (TAK)1 (transforming growth factor activated
kinase ) vont moduler I’activation des facteurs de transcription comme NF-xB et CCAAT
de (emnhancer binding protein ) (C/EBP)-B [145]. Il a aussi été démontré que les
membres de la famille des MAP Kinases, tels que c-JNK (Jun N-terminal kinase), ERK
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(Extracellular Signal-Regulated Kinase) et p38 sont impliqués dans la production des
cytokines induites par I’IL-17 [115]. Une autre voie de signalisation activée par 1’IL-17
(décrit dans les cellules épithéliales des voies respiratoires), est indépendante d’Act-1.
Celle-ci implique la présence de JAK-1 (Janus kinase 1) et PtdIns3K de
(phospphatidylinositol 3-kinase), suivi d’une inactivation de (GSK)-3B (glycogen

synthase kinase) et I’activation génique [148].
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Figure 1.13. Voie de signalisation intracellulaire de I’Inteleukine-17

(a) Dépendent de I’Act-1 : apres ’activation du ligand avec leur complexe du récepteur
(IL-17RA et IL-17RC), I’Act-1 « adaptor protein nuclear factor-kB activator 1 » forme
un complexe avec le domaine SEFIR du récepteur. Par la suite, des molécules de
signalisation intracellulaire (TRAF3, TRAF6 et TAKI1) sont activées permettant
I’implication de facteurs de transcription tel que NFxB, C/EBP-B et C/EBP-y. Par
conséquent, la sécrétion des cytokines de recrutement des neutrophiles est induite. (b)
Indépendant de I’Act-1: Ceci implique le JAK1 (Janus Kinase 1) et PIK3
(phosphatidylinositol3-kinase) suivis par 1’inactivation du « glycogen synthase kinase
(GSK)-3B, activation génique et sécrétion des cytokines. Demande de permission en
cours [149].
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1.3.6 L’interleukine-17 dans I'inflammation neutrophilique pulmonaire

L’accumulation exagérée de neutrophiles dans le poumon est une composante aux
maladies obstructives des voies respiratoires, comme l'asthme sévére et le COPD chez
I’humain [32, 34, 150-153] et le souffle chez le cheval. Le recrutement des neutrophiles
dans les tissus est favorisé par une variété de médiateurs inflammatoires comme 1’IL-1,
I’IL-6, le TNF-q, le IL-8, le GM-CSF et le G-CSF libérés par les cellules épithéliales,
endothéliales et d’autres cellules structurelles [154, 155]. Plus spécifiquement, chez les
neutrophiles équins, I’expression des cytokines I’IL-1p, TNF-a et IL-8 [24, 25] liés a
I’inflammation pulmonaire ont été rapportés, ainsi que la surexpression de ’ARNm de
I’IL-17 dans les LBA de chevaux atteints du souffle en exacerbation [156, 157].

Il existe une forte évidence que 1’accumulation exagérée des neutrophiles
(producteurs des enzymes elastase et myelopéroxidase) dans les voies respiratoires est en
lien avec I’augmentation de I’IL-17 [155, 158, 159]. Chez I’humain, des cellules positives
pour I’'IL-17 ont été détectées chez les patients asthmatiques séveres [160], ainsi que le
recrutement de neutrophiles dans les voies respiratoires, qui coincide avec la présence des
niveaux protéiques de I’IL-17, suite a 1’exposition dans un milieu de porcherie [161].
Chez la souris, ’augmentation de 1’¢lastase et de la myelopéroxidase [162], suite

I’administration d’IL-17 dans les voies respiratoires a été observee [163].

1.3.7 L’Interleukine-17 dans la résistance aux glucocorticoides

Une réduction de la sensibilité aux GCs chez I’humain a été cliniquement associée
avec l'inflammation neutrophilique des voies respiratoires [164, 165]. Mais les
mécanismes cellulaires et moléculaires qui contribueraient a cette résistance n’ont pas
encore été ¢lucidés [73].

Il existe des évidences sur le role de I'[L-17 comme médiatrice dans la
corticorésistance. Par exemple, chez la souris des cellules Th17 polarisées a partir de
cellules T CD4+ in vitro, dans lesquelles I’expression protéique des cytokines
proinflammatoires a été évaluée, ont montré une diminution dans la sensibilité a la

dexaméthasone, en parallele avec une surrégulation de 1’'IL-17 dans le poumon [166].

Chez I’humain, une forte expression de I’ARNm de I’IL-17 dans des biopsies

bronchiques de patients asthmatiques légers comparés avec des patients controles a été
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observée [99]. De plus, une étude récente a montré que la présence de 1’'IL-17 permet
d’atténuer ’effet de la budésonide sur I’augmentation de I’IL-8 induit par le TNF-a sur
les cellules épithélial bronchiques [73]. D’apres les auteurs, la diminution de la sensibilité
aux GCs serait di a I’activation de la voie PI3K et a la réduction de 1'activit¢ de HDAC2
[73]. Chez le cheval, il n’existe aucune étude concernant 1’effet de I’IL-17 dans la

glucocorticorésistance des neutrophiles chez les chevaux atteints de souffle.

1.3.8 L’Interleukine-17 : possible cible thérapeutique

Des stratégies thérapeutiques qui visent la réduction de la production des
cytokines contribuant au recrutement des neutrophiles tel que 1’IL-6, IL-8, IL-17 et le

GM-CSF [115, 154, 167-169], ont déja été proposées.

Récemment, des anticorps spécifiques dirigés contre I’IL-17 et les sous-unités de
leur récepteur ont fait 1’objet d'études cliniques, principalement dans les maladies comme
I’asthme, le psoriasis et 1’arthrose rhumatoide, montrant des résultats préliminaires

variables [170-172].

Trois agents ciblant I’IL-17 sont en cours de développement :

1. Le Brodalumab, cet agent ciblant la sous-unité IL-17RA du récepteur de I’IL-17
a aussi été testé chez des patients atteints d’asthme modéré ou sévére, dans une
¢étude controlée randomisée, sans évidence d’un effet supérieur au placébo en
termes de controle de la maladie, sauf pour une population de patients présentant
une forte réversibilité au bronchodilatateur [172]. Le Brodalumab a été testé chez
des patients atteints de psoriasis modéré ou sévere [173] et son administration a
démontré une amélioration significative des signes cliniques aprés 12 semaines.

2. Le Secukinumab (AIN457), qui lui a été évalué chez des patients atteints de
psoriasis en plaque, d’arthrites rhumatoides et d’uvéites non infectieuses. Notons
que dans ces trois pathologies, une amélioration apparente des signes cliniques en
comparaison avec les patients recevant un placebo a été observée [170].

3. L’Ixekizumab, qui a été testé chez des patients atteints de psoriasis en plaque, a
démontré une forte efficacité dans 1’amélioration des signes cliniques en

comparaison avec le placebo [174].
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Chez I’équin, il n’existe aucune étude qui évalue ’effet des inhibiteurs de I’IL-17
dans la persistance des neutrophiles dans les voies respiratoires. De telles études
permettraient d’évaluer ’effet réel de I’IL-17 sur le recrutement des neutrophiles

notamment dans les voies respiratoires de chevaux atteints du souffle.
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Hypothése et objectifs :

Hypothése :
L’interleukine-17 active de maniére directe les neutrophiles équins et induit une

diminution de la sensitivité¢ aux glucocorticoides chez les neutrophiles.

Objectifs :

« Evaluer I’expression des sous-unités du récepteur (IL-17RA et IL-17RC) sur les
neutrophiles sanguins hautement purifiés.

e Déterminer si I’'IL-17 active directement les neutrophiles sanguins équins.

e Déterminer si la réponse des neutrophiles sanguins aux glucocorticoides est
atténuée avec I’IL-17.

o Evaluer les effets de I’IL-17 sur la survie et apoptose des neutrophiles équins.
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Chapitre 2 : Article

Présentation sous forme d’article

Article en préparation pour soumission a Clinical & Experimental Allergy
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2.1 Abstract

Background: Glucocorticoids (GCs) are the most effective drugs for the treatment of
human asthma. However, a subgroup of asthmatic patients with neutrophilic airway
inflammation is insensitive to GCs. Interleukin-17 (IL-17), a cytokine upregulated in the
airways of a subset of human asthmatic patients, contributes to the recruitment of
neutrophils and induces a glucocorticoid resistance in human airway epithelial cells. We
hypothesized that IL-17 similarly activates neutrophils and contributes to their
persistence in the asthmatic airways in spite of glucocorticoid therapy.

Objective: To determine whether IL-17 directly activates neutrophils and whether this
response is attenuated by GCs.

Methods: Neutrophils were isolated from blood of horses, and incubated in presence of
recombinant equine IL-17, LPS and dexamethasone. mRNA and protein expression of
IL-17 receptors (IL-17RA/IL-17RC) was assessed by PCR and western-blot,
respectively. Pro-inflammatory cytokine expression, cell viability and apoptosis were
determined by qPCR, Trypan Blue exclusion test, and flow cytometry, respectively.
Results: Equine neutrophils express both IL-17RA and IL-17RC at the mRNA and
protein levels. Neutrophils stimulation with IL-17 increases the mRNA expression of IL-
8, which is not attenuated by dexamethasone (p=0.4). Also, neutrophils viability is
significantly increased (p=0.002) by IL-17 in the presence of LPS when compared to LPS
alone. Flow cytometry and light microscopy revealed that LPS-induced apoptosis is
decreased by IL-17 (p=0.02 and p=0.006 respectively).

Conclusion & Clinical Relevance: These results indicate that IL-17 directly activates
equine neutrophils, and that the expression of IL-8 thus induced, is not attenuated by GCs.

Additionally, IL-17 increases neutrophil viability and decreases apoptosis. These findings
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suggest an important role of IL-17 in pulmonary persistence of neutrophils in the

asthmatic airways.
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2.2 Introduction

Glucocorticoids (GCs) are the most effective drugs for the treatment of many
inflammatory and immune human diseases such as asthma, rheumatoid arthritis, and
autoimmune diseases (1). Their effects are induced primarily through a reduction in the
expression of cytokines, chemokines, and adhesion molecules implicated in the
recruitment and activation of inflammatory cells to the site of inflammation (2). Cohorts
of patients with neutrophilic asthma has been linked to a relative resistance to the action
of GCs (3). The persistence of neutrophils in the bronchial lumen could maintain the
inflammatory process that leads to mucus hypersecretion and airway remodeling (4).
Interleukin-17 (IL-17) is produced by CD4 + T helper 17 and other cell types such as
gamma delta T cells (yd T), natural killer cells (NK) cells of the lymphoid tissue inducer
(LT1), macrophages, eosinophils, and neutrophils (5, 6). IL-17 is capable of promoting
indirectly the activation and recruitment of neutrophils into the airways by inducing the
production of chemokines such as [L-8, CXCL1, and G-CSF in endothelial and epithelial
cells (7). It has been demonstrated that IL-17 signals through a heterodimeric complex
receptor composed of IL-17RA and IL-17RC receptor (8, 9). Studies reported that IL-
17RA subunit of IL-17 receptor is constitutively present in human neutrophils, and that
these cells may express IL-17RC when stimulated (10). As IL-17 is upregulated in the
airways of human asthmatics, and stimulation of human bronchial epithelial and
mononuclear cells with IL-17 resulted in hypo-responsiveness to GCs (11, 12), we
hypothesized that IL-17 contributes to the insensitivity of neutrophils to GCs in
asthmatics airways. This study aimed at evaluating the contribution of IL-17 in neutrophil
pro-inflammatory gene expression, their response to GCs, and whether IL-17 modulates
neutrophil viability and apoptosis. We studied equine neutrophils, as the cytokine

response and neutrophil biology in this species has marked similarities with human, and
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the large amount of cells required for these studies can easily be obtained from the same
animal. Indeed, horses spontaneously develop heaves, a neutrophilic asthma-like disease
(13) associated with an upregulation of IL-17 (14), and the airway neutrophilia is

unaffected by the administration of GCs (15).

2.3 Methods

Ethics statement

Eight mixed breed healthy mares were studied (mean age 11.1 years (range 6-20);
mean weight 512 kg (range 490-550). Mares were part of the research herd at the Faculty
of Veterinary Medicine of the Universit¢é de Montréal. All animal experimental
procedures were performed in accordance with the guidelines of the Canadian Council
on Animal Care and were approved by the Animal Care Committee of the Faculty of

Veterinary Medicine of the Université de Montréal (Rech-1716).

2.3.1 Neutrophil and neutrophil-depleted leukocyte isolation

Venous blood was collected from a jugular vein. Blood was placed into sterile
heparinized blood collection tubes (Tyco healthcare, Pointe-Claire, QC, CA). The plasma
rich layer was recovered after 30 minutes of sedimentation using a density gradient
method of separation Ficoll-Paque™ Premium 1084 (Fisher Scientific, Ottawa, ON, CA).

The leucocyte polymorphonuclear-depleted and polymorphonuclear-rich cell
layers were both harvested, and the remaining erythrocytes were lysed by water distilled
ultrapure hypotonic treatment (Life technologies, Burlington, ON, CA). Cells were
washed and suspended in a buffer solution containing PBS 1X, EDTA 0.5mM (Life
technologies, Burlington, ON, CA), and BSA 0.2% (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,

USA). Counting and viability were realized by Trypan blue 0.4% exclusion method (Life
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technologies, Burlington, ON, CA) in a hemocytometer chamber. Purity was evaluated
in cytospin stained slide for differential counting as reported before (16).

Thereafter, positive immunomagnetic selection was performed as described
previously (16). Briefly, neutrophils were obtained from the polymorphonuclear-rich
suspension by incubation with a monoclonal mouse anti-CD90 DH24A Monoclonal
(VMRD, Pullman, WA, USA) and a secondary anti-mouse IgM antibody conjugated to
paramagnetic microbeads MACS® (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, GER) at 25
ul/10° cells. Suspension was passed through a LS column (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, GER) and the positive fraction (neutrophils) was recovered with a mean purity
01 99.5% and viability of 99% for proinflammatory cytokine studies. Purity of 100% and
viability of 99% was obtained for protein evaluation and genic expression of the 1L-17

receptors.

2.3.2 Cell culture

Freshly isolated peripheral blood neutrophils and polymorphonuclear-depleted
cells were suspended at 5x10%ml and cultured in 12- or 24-well plates (Corning
Incorporated, Corning NY, USA) in RPMI medium supplemented with L-glutamine 200
mM, 100 U/mL penicillin, 100 U/mL streptomycin, and 10% of low endotoxin, heat-
inactivated fetal bovine serum (Life Technologies, Burlington, ON, CA). Cells were
incubated at 37°C in 5% CO: in the presence or absence of recombinant equine IL-17
(relL-17) (Cederlane, Burlington, ON, CA) at 1, 10 and/or 100 ng/ml, and in the presence
or absence of LPS at 100 ng/ml (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) and incubated
for 5h (subunits receptor and IL-17 direct activation studies).

For expression of pro-inflammatory cytokine at Sh (n=5) and 24h (n=6), cells were

cultured in presence or absence of dexamethasone (DEX) at 10°M (Sigma-Aldrich), LPS
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and/or relL-17 at 100 ng/ml. Recovered cells (neutrophils and mononuclear cells) were
lysed in Isol-RNA lysis reagent (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada) or RIPA buffer

(Sigma Aldrich) for mRNA or proteins analysis, respectively.

2.3.3 Gene expression study

mRNA expression of the two subunits of IL-17 receptor (IL-17RA and IL-17RC)
and pro-inflammatory cytokines (IL-6, IL-8 and TNF-a for 5 h, more IL-1p for 24 h) were
measured with qPCR. mRNA was extracted from Isol-RNA according to manufacturer’s
instructions. Purity and concentration were assessed using a spectrophotometer Nanodrop
ND1000 (Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). One microgram of total mRNA was
reversed transcribed as described previously (17).

Quantitative PCR (qPCR) reactions were performed using QuantiTect SYBR
Green PCR Kit (Qiagen, Toronto, ON, Canada) according to the manufacturer's
instructions with the Rotor-Gene RG3000 (Corbett Research, Sydney, AS) as described
before (18) . Briefly, 1 pl of cDNA was used in 20 pl of final volume PCR reaction,
containing 0.5 uM each sense and antisense primers and 2.75 mM MgCl. Primers were
designed to span exon—intron boundaries to prevent amplification of genomic DNA

(Table 1). Samples were run in duplicate with an appropriate negative control.

2.3.4 Western blots analysis

Neutrophils and mononuclear cells were lysed in 150ul RIPA buffer, according
to the manufacturer’s instructions. Proteinase and phosphatase inhibitors cocktail were
added (Life technologies, Burlington, ON, CA) and samples were sonicated (Cole Palmer

Ultrasonic Processor, CPX 750). Protein quantification was achieved using the Pierce™
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BCA Protein Assay Kit (Life technologies, Burlington, ON, CA). Protein suspensions
were frozen at -80°C for further protein assays. Equal amounts of protein (30 pg per lane)
were separated by size on 12% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels (Bio-Rad
Laboratories, Mississauga, ON, CA) and transferred to a solid PVDF membrane (Fisher
Scientific, Ottawa, ON, Canada). Immunodetection was performed using anti-IL-17RA
ARP47009 P050 (Cederlane, Burlington, ON, CA) and anti-IL-17RC (L-12): sc-99936
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). Anti-rabbit IgG HRP-Linked secondary
antibody was used as secondary antibody (New England Biolabs, Whitby, ON, CA).
Signal was enhanced by SuperSignal West Dura (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada).
Protein bands were scanned using a chemiluminescence with a Fusion Fx Vilber Lourmat

(Montreal Biotech Inc., Dorval, QC, Canada).

2.3.5 Flow cytometry and morphological evaluation of apoptosis

APC Annexin V staining was performed as described previously (16). Briefly,
one hundred microliters of the cell suspension were incubated with 5 ul of APC Annexin
V, an apoptosis cell marker, and 5 pl of 7-Aminoactinomycin D (7-AAD), a necrosis cell
marker (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). Cells were analyzed using CellQuest
Pro software on a FACScalibur instrument (BD Biosciences, Mississauga, ON, CA). Data
were collected from 10,000 events gated on granulocytes; analyzed unstained cells as
well as single marker-stained cells were used to set photomultipliers voltage and
compensation parameters for fluorescence detection in FL-3 and FL-4 channels. APC
Annexin V-negative and 7-AAD-negative cells were considered viable.

Morphologic evaluation of apoptosis was performed on cytopreparations (5x10*

cells) stained with Protocol Hema 3 (Fisher Scientific, Ottawa, ON, CA) by one blinded
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investigator. The percentage of apoptotic cells was evaluated on 500 cells by light

microscopy (19).

2.3.6 Statistical analysis

Repeated measures ANOVA and a priori comparison with Fisher method was
used to evaluate cytokine mRNA expression and apoptosis of neutrophils. For the
detection of IL-17 receptor subunits in neutrophils and mononuclear cells, data were
analyzed with paired student t-tests. Results are expressed as the mean + S.E.M. The
software GraphPad Prism 6 was used for the analysis and p<0.05 was considered

significant.

2.4 Results

2.4.1 Neutrophils express both subunits of IL.-17 receptor
Equine neutrophils expressed IL-17RA and IL-17RC at mRNA (Fig. 2.1A and C,

n=4) and protein levels (Fig. 2.2, n=1), both in the presence or absence of LPS (5 h). LPS-
stimulation significantly increased IL-17RC mRNA expression in both neutrophils
(p=0.02, Fig. 2.1C) and mononuclear cells (p=0.002, Fig. 2.1D), while the expression of
IL-17RA remained unchanged (neutrophils, p=0.116, Fig. 2.1A; mononuclear cells,

p=0.521, Fig 2.1B).

2.4.2 The relL-17 does not activates neutrophils and dexamethasone does not

attenuated the response of IL-8 and IL-6 induced by LPS after S h

LPS induced a significant increase in the mRNA expression of IL-1p, IL-6, IL-8

and TNF-a after 5 h of stimulation compared to unstimulated neutrophils (Fig.2.3 and
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2.4). Expression of these cytokines was unaffected by a pretreatment with relL-17.
Expression of IL-6 and IL-8 was not attenuated by DEX (p=0.889 and 0.239 respectively)
(Fig. 2.4A, 2.4B). DEX down-regulate LPS-induced TNF-a (p=0.02) mRNA expression

(Fig. 2.4C).

2.4.2 The relL-17 induced neutrophil activation and potentiation of LPS-induced

IL-8 and IL-6 responses are not inhibited by glucocorticoids at 24 h

Expression of IL-8 mRNA was significantly upregulated by relL-17 (Fig. 2.5C,
p=0.02). This IL-8 mRNA expression was not attenuated by DEX (p=0.409) (Fig. 2.5C).
LPS induced also a significant increase in the mRNA expression of IL-1f3, IL-6, and TNF-
a after 24 h of stimulation compared to unstimulated neutrophils (Fig. 2.5). Expression
of these cytokines was unaffected by a pretreatment with relL-17 at 24 h. The LPS-
induced IL-1p and TNF-a expression was downregulated by DEX (p=0.003 and
p=0.0267 respectively) (Fig. 2.5A, 2.5D), but not the IL-6 mRNA expression (p=0.704)

(Fig. 2.5B).

2.4.3 The relLL-17 increases viability and decrease apoptosis of neutrophils

LPS induced a decreased viability of neutrophils at 24 h (Fig. 2.6A), which was
restored by both relL-17 (p<0.0001) and DEX (p<0.0001). Importantly, adding relL.-17
further increased the DEX effect (p=0.04) on the viability of LPS-stimulated neutrophils.
Flow cytometry analysis (Fig. 2.6C) and light microscopy (Fig 2.6B and 2.7) results
indicated that both relL-17 and DEX significantly decreased the apoptosis induced by

LPS.
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2.5 Discussion

Previous studies have indicated that IL-17 is implicated in the indirect recruitment
of neutrophils into the airways. In this study, we sought to determine whether 1L-17
directly activates and induces a relative insensitivity of glucocorticoids to neutrophils, by
investigating its ability to regulate pro-inflammatory gene transcription, cell viability, and
apoptosis. We first demonstrated the presence of both subunits of the IL-17 receptor in
unstimulated highly purified equine neutrophils. We then observed that relL.-17 directly
activates the IL-8 mRNA expression of neutrophils, and this activation is not attenuated
by DEX. Furthermore, rell.-17 increased the neutrophil viability and potentiated the
dexamethasone-induced increase viability of equine neutrophils by decreasing apoptosis.
Taken together, these findings, suggest the possible contribution of IL-17 to the

persistence of neutrophils in the airways of glucocorticosteroids-treated patients.

Insensitivity of glucorticoids

Severe neutrophilic asthma is poorly responsive to GCs and neutrophils persist in
the airways with this treatment (3, 20). Considering that IL-17 expression is increased in
sputum and bronchial biopsies (21, 22) of cohorts of asthmatics patients, and that this
cytokine cause an insensitivity of bronchial epithelial cell to GCs (23), we sought to
elucidate whether IL-17 exert a similar role on neutrophils. We studied horses as these
animals develop a severe neutrophilic asthma-like condition associated with an
upregulation of IL-17 within the airways (14, 24), in which the neutrophilic inflammation

is poorly responsive to GCs (15, 25), as seen in humans (26, 27).

Similarly to the response of human airway epithelial cells (11), IL-17-induced an

upregulation of IL-8 mRNA, a potent neutrophil chemokine (28), in neutrophils
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stimulated for 24h. Interestingly, the IL-17-induced (24h) and LPS-induced (5 h and 24
h) IL-8 mRNA upregulation was not attenuated by dexamethasone. This finding suggests
that IL-17 can contribute to continued neutrophil recruitment to the enflamed site, and
therefore, to the persistence of neutrophils within the airways of GCs treated patients. The
neutrophil response to IL-17 may also possibly contribute to the asthmatic airway
remodeling, as IL-8 has been shown to promote airway smooth muscle (ASM)
proliferation by enhancing the number and survival of ASM cell in vitro (29). Likewise,
the stimulation with IL-8 increases the cell number and DNA synthesis of vascular
smooth muscle cells (30). Importantly, this is the first report to our knowledge
demonstrating the direct effect of IL-17 on unstimulated neutrophils.

The lack of an upregulation by IL-17 of the pro-inflammatory cytokines we
studied at 5 h suggests that the effect of IL-17 in neutrophils is not immediately. These
results are in agreement with the increased IL-7 induced neutrophil recruitment observed
in mice after 24 h, in comparison with 6 h (31), and that the administration of neutralizing

anti-IL-17 antibodies inhibits neutrophils recruitment at 24 h, but not at 6 h in mice (32).

Viability and apoptosis

IL-17 significantly increased the viability of LPS-stimulated equine neutrophils
by decreasing apoptosis at 24 h. This result is in agreement with the delayed apoptosis
rate in IL-17-stimulated human neutrophils of tuberculosis-affected patients and healthy
individuals (33). This neutrophil response in human and horses appears to be species
specific, as conversely, IL-17 rather induces neutrophils apoptosis in a mouse model of
pneumococcal infection (34), and in peripheral blood murine neutrophils at 48h (35). We
also observed that IL-17 potentiated the dexamethasone-induced increase viability of

equine neutrophils. Considering that IL-17 expression in peripheral blood from human
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patients with asthma and others diseases is unaltered by GCs (36, 37), IL-17 may hence
contribute to the persistent airway neutrophilia by promoting continuous neutrophil
recruitment and increasing their viability. The IL-17-induced decrease in neutrophil
apoptosis could influence the clearance of these cells from inflammatory sites, and be

detrimental to the resolution of inflammation.

Receptors

We first examined whether highly purified equine neutrophils express IL-17RA
and IL-17RC at mRNA and protein levels, as both subunits of the receptor are required
for allowing IL-17 biological activity. To our knowledge, this is the first report
demonstrating the presence of both subunits of the IL-17 receptor at mRNA and protein
level on unstimulated peripheral blood neutrophils in any species. Previous studies
reported the presence of IL-17RA in human neutrophils (38, 39), but IL-17RC was not
observed in unstimulated or LPS-stimulated neutrophils (39). However, IL-17RC was
recently reported to be present in human neutrophils isolated from bone marrow after
stimulation with IL-6 and IL-23 alone, or in combination with Aspergillus fumigatus
hyphal extracts, but not in unstimulated cells (10). The absence of IL-17RC expression
in unstimulated neutrophils may be due to the short incubation time (only 3 hours) used
in this study (10). The sources of neutrophils (peripheral versus bone marrow
neutrophils), method of isolation, and species differences could also contribute to the
constitutive expression of IL-17RC we observed. Nevertheless, depending of the source,
and the microenvironment (presence of stimuli), human neutrophils can also express both
subunits of the IL-17 receptor, making these cells reactive to IL-17. Further study should
address the presence of these receptors in airway neutrophils of asthmatics and other

patients lung diseases associated with an upregulation of 1L-17.
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2.6 Conclusion

Previous studies have shown that IL-17 contributes to neutrophilic inflammation
by inducing IL-8 mRNA expression by structural (smooth muscle cells, fibroblast,
endothelial and epithelial cells) and inflammatory cells (macrophages), suggesting an
indirect role of this cytokine to neutrophilic inflammation. Results of the present study
indicate that IL-17 may also directly activate and possibly recruit neutrophils in the
airways and that this response is not attenuated by DEX. Moreover, 1L-17 increases the
viability of blood neutrophils by decreasing apoptosis of these cells. We therefore
speculate that the poor response to corticosteroids observed in patients with severe
asthma, could be explained by the effect of IL-17 in the lung microenvironment. Further
investigations are required to identify the signaling pathways involved in these biological
activities. These results suggest that therapeutic strategies targeting or blocking IL-17 or

its receptor subunits may be of benefit in neutrophilic asthma.
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Figure 2.1. mRNA expression of IL-17 receptor subunits in neutrophils and
mononuclear cells. Equine neutrophils and mononuclear cells were isolated from
peripheral blood and cultured (5 h) in presence or absence of LPS. IL-17RA (A and B)

and IL-17RC (C and D) mRNA expression were evaluated by qPCR.
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Figure 2.2. Protein expression of IL-17 receptor subunits in neutrophils. Equine
neutrophils were isolated from peripheral blood and cultured (5 h) in presence or absence
of LPS. A. IL-17RA and B. IL-17RC proteins were detected by Western Blot.
Mononuclear cells (IL-17RC) and bone marrow (IL-17RA) were used as positive
controls. Lower panel. The membrane was overexposed to improve the visibility of IL-

17RA in unstimulated neutrophils.
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Figure 2.3. IL-17 does not directly activate neutrophils at 5 h. Equine neutrophils

were isolated from blood and cultured (5 h) in presence or absence of IL-17 at different

concentrations (ng.ml!). A. IL-1p, B. IL-6 and C. IL-8 mRNA expression was evaluated

by qPCR. Upregulation of all cytokines was observed in LPS-stimulated but not in IL-

17-pretreated neutrophils.
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Figure 2.4. Pro-inflammatory cytokines expression in neutrophils at 5 h. Equine
neutrophils (n=5) were cultured (5 h) in presence or absence of IL-17, LPS and
dexamethasone (DEX). A. IL-6 B. IL-8 and C. TNF-o mRNA expression were evaluated by
qPCR.
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Figure 2.5. Pro-inflammatory cytokines expression in neutrophils at 24h. Equine
neutrophils (n=6) were cultured (24 h) in presence or absence of IL-17, LPS and
dexamethasone (DEX). A. IL-1B, B. IL-6, C. IL-8, and D. TNF-o mRNA expression were
evaluated by qPCR.
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2.6 Assessment of neutrophil viability and apoptosis. Equine neutrophils were cultured
(24 h) in presence or absence of LPS, IL-17 and DEX. A. Viability was evaluated by the
trypan blue method. B. Percentage of apoptotic cells was evaluated blindly by morphological
evaluation on cytopreparations. C. Percentage of apoptosis was evaluated by flow cytometry

(Annexin V).
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Figure 2.7. Morphological changes in cultured blood neutrophils (24 h)

Neutrophils were isolated and cultured 24 h in presence or absence of LPS, dexamethasone
(DEX) and IL-17. Morphological features of apoptosis were evaluated with light microscope
40X (Protocol Hema 3 Stain). Arrows indicate apoptotic neutrophils, characterized by

nuclear pyknosis and condensation of nuclear chromatin. (Scale bar = 12 um).
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Table I11. Sequences of primers used for qPCR assays

Gene Id Forward sequence (5°-3’) Reverse sequence (5°-3°)
Subunits of IL-17 receptor
IL-17RA ACTCAAGCACACACCAGAGG TGTGTCTGAGGCAGTCGTTC
IL-17RC | TGGCCCTTGAATTCCCATTGCT CTGGGTTCCAAGGCACAGAATGAT
Pro-inflammatory cytokines
IL-1p AGACAACAGTGAAGTGCAGCCT GACTGACAAGATACCTGTGGCCT
IL-6 TCACTCCAGTTGCCTTCTCC CCAGATTGGAAGCATCCGTC
IL-8 GCAGACCTCAGCTCCGTTGAC CTTTCTGCAGCTCTGTGTGAAG
TNF-a ATCCGAGATGTGGAGCTGGC | GACTGGAAGGCATTCGGTAACT
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Chapitre 3 : Résultats complémentaires

3.1 Détermination par un essai de type «Time course» des doses adéquates

pour notre étude

Apres avoir identifié la présence des deux sous-unités du récepteur de I’IL-17, nous
avons déterminé grace a un essai de type « time course » le temps et la dose optimaux pour
I’activation des neutrophiles équins par I’IL-17. Pour ce faire, nous avons stimulé les cellules
avec différentes doses d’IL-17, en présence ou absence de LPS. Nous avons ensuite évalué
la viabilité des neutrophiles a différents temps (0 h, 5 h, 12 h, 18 h et 24 h; Figure 3.1).
Lorsque les cellules sont stimulées a I’IL-17, la viabilité¢, normalement diminuée par la
stimulation au LPS, est rétablie a 24 h. A la vue de ces résultats, nous avons confirmé que
I’action de I’IL-17 n’est donc pas immédiate. Pour cette raison, et pour nos études

subséquentes, nous avons fixé notre temps d’incubation a 24 h.

Par la suite, nous avons étudi¢ 1’expression du CD11b et du CD13, deux protéines étant
communément utilisées comme marqueurs non-spécifiques d’activation des neutrophiles
(équins et d’autres especes) [175, 176]. Le CDI11b est une B-intégrine [177] qui est
constitutivement exprimé a la surface des neutrophiles non stimulés. Il est principalement
stocké dans les granules a I’intérieur de la cellule [178]. Son expression augmente a la
surface des neutrophiles apres 5 minutes d’exposition a des produits bactérienne comme le
LPS in vitro, et est maximale dans les 30 minutes qui suivent [179, 180]. Le CD11b est aussi
augmenté chez les neutrophiles in vivo, apreés une infection et peut étre un prédicteur post-
chirurgical de sepsis chez I’humain [181]. Le CD13 quant a lui est une endopeptidase
transmembranaire qui est stockée dans les granules des neutrophiles pouvant étre augmentée

a la surface de ces cellules lors de leur dégranulation [182]. Chez les chevaux, le CD13 est
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considéré comme un indicateur d’activation des neutrophiles in vivo et in vitro [183]. Une
augmentation du CDI13 a été observée lors de la stimulation avec du LPS et de I'IL-8

recombinante équine [175].

110-
3 -o- Non stimulés
S 100- = LPS 100 ng.ml’
L Vehicule
2 g = 1L-17 1 ng.mi?
@ = IL-17 10 ng.ml’’
B g e LPS 100 ng.mi'+ IL-17
S 100 ng.ml”
52
70 1 1 1 1 )

Figure 3.1. « Time course » de viabilité chez le neutrophile équin.

Les neutrophiles ont été mis en culture en présence ou absence de LPS, d’IL-17 ou de son

véhicule. La viabilité a été¢ mesurée a ’aide de la méthode de Trypan blue.

Un marquage des neutrophiles (n=1) avec I’anticorps dirigé contre CD13 (Figure 3.2) a été
réalisé (Mouse anti-horse CD13, # MCA1084GA AbD Serotec®). De la méme manicére, les
cellules (n=1) ont ét¢ marquées avec un anticorps dirigé contre le CD11b couplé a une
molécule de phycoérythrine PE (Figure 3.3) (CD11b-PE # 130-091-240, Miltenyi Biotec).

La fluorescence a ét€¢ mesurée par cytométrie en flux.
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Figure 3.2. Test d’activation des neutrophiles - CD13.

Les neutrophiles ont ét¢ marqués avec un anticorps dirigé contre le CD13. La fluorescence

a été mesurée par cryométrie en flux.
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Figure 3.3. Test d’activation des neutrophiles - CD11b.

Les neutrophiles ont été marqués avec un anticorps dirigé contre le CD11b et la fluorescence

mesurée par cytométrie en flux.
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Nous avons observé qu’a 5 h de culture, les neutrophiles stimulés avec LPS et/ou rell.-17,
montraient une activation maximale représentée par une augmentation de la moyenne de
fluorescence de CD11b et CD13, en comparaison avec les autres temps évalués. Par contre,
I’augmentation de CD11b et CD13 n’est pas corrélé avec une augmentation significative de

l'expression des cytokines pro-inflammatoires a 5 h. (Figure 2.3).

Aprés 24 h, nous avons observé que les neutrophiles stimulés au LPS (100 ng.ml™)
et a relL-17 (100 ng.ml"') montraient une augmentation du niveau d’activation (CD11b et
CD13) et ce, en comparaison avec les cellules non stimulées. Aussi, nous avons observé au
niveau génique une surrégulation de I’'IL-8 a 24 h, comme précédemment mentionné. Ces
résultats nous ont ainsi permis de fixer la dose de I'IL-17 a 100 ng.ml! pour les expériences

suivantes.
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Chapitre 4 : Discussion générale

La glucocorticorésistance constitue un probléme clinique majeur dans de nombreuses
pathologies inflammatoires, notamment dans les maladies respiratoires neutrophiliques. La
résistance a 1’action des GCs, définie ici comme la persistance des neutrophiles dans les
voies respiratoires suite a ces traitements, a ét€ observée chez les chevaux atteints de soufftle,
et chez les patients asthmatiques séveres. 1l est important de noter que les GCs sont les
médicaments les plus utilisés pour contrdler les signes cliniques chez ces patients [184].
L’objectif de cette étude était d’étudier les mécanismes entrainant la persistance des
neutrophiles dans les voies respiratoires des chevaux atteints du souffle et d’asthmatiques,
malgré un traitement aux GCs. En considérant qu'une diminution de la sensibilité aux GCs
a été observée chez des cellules épithéliales bronchiques humaines suivant une stimulation
par I’'IL-17, et, puisque I'IL-17 est surexprimée dans les voies respiratoires des chevaux
atteints du souffle et de certains patients asthmatiques [185], nous avons émis 1’hypothese
du possible role de ’IL-17 dans la persistance des neutrophiles pulmonaires dans les

maladies asthmatiques humaines et équines.

I1 est important de mentionner ici que le souffle est une maladie chronique des voies
respiratoires des chevaux d'age adulte, qui partage de nombreuses similitudes avec l'asthme
chez l'humain. Il se caractérise par une obstruction variable et récurrente des voies
respiratoires, une neutrophilie pulmonaire (Annexe A), et le remodelage des voies
respiratoires, notamment du muscle lisse bronchique [186, 187]. Les recherches de notre
laboratoire sont axées sur 1’identification des mécanismes biologiques impliqués dans cette
pathologie surtout a cause de son importance pour la santé des chevaux, mais aussi en raison
de I’intérét de I’utilisation du souffle comme modele de recherche unique pour 1'étude de
I’asthme de type neutrophilique humain [ 188]. Afin de répondre a notre hypothéese de départ,
nous avons étudié 1’effet in vitro de I'IL-17 sur les neutrophiles équins en termes de
I’expression de cytokines pro-inflammatoires mais aussi de la viabilité et ’apoptose de ces

cellules.
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4.1 Expression des sous-unités du récepteur a I’IL-17 du neutrophile équin

Le role de I’IL-17 dans I’inflammation est considéré qui passe a travers I’activation
des récepteurs I’IL-17RA et I’IL-17RC, ceux-ci exprimés dans les fibroblastes et les cellules
épithéliales qui produisent chemokines CXC et cytokines pro-inflammatoires qui vont
médier le recrutement de neutrophiles et la libération de médiateurs cytotoxiques comme les

especes réactives de 1’oxygene.

Nous avons vérifié la présence des deux sous-unités du récepteur de I’IL-17 dans les
neutrophiles périphérique équins au niveau d’ARNm et protéique. A notre connaissance ceci
est le premier rapport qui démontré les deux sous unités dans des cellules non-stimulés dans
toutes les especes. Des études ont démontré la présence de I’IL-17RA dans les neutrophiles
humains [158, 189]. L’IL-17RC a été reporté présente dans les neutrophiles de la moelle
osseuse apres une stimulation avec IL-6 et IL-23 seule ou en combinaison avec Aspergillus

fumingatus, mais pas présente dans les neutrophiles non-stimulés [121, 158].

Chez I’équin il n’existe aucune étude sur le sujet, méme s’il existait des évidences de
la surrégulation de cette cytokine dans les voies respiratoires des chevaux atteints du souffle
en exacerbation de la maladie [156, 157]. De plus, a ce jour, aucune étude n'a démontré que
I'IL-17 peut influencer de maniere directe l'activité transcriptionnelle des neutrophiles
équins. Un des objectifs de notre étude était donc d’identifier la capacité des neutrophiles a
répondre de maniere directe a I’IL-17. Pour y parvenir, nous devions mettre en évidence la
présence des deux sous-unités du récepteur a I’IL-17 chez les neutrophile équins, étant donné
que la présence du complexe IL-17RA/IL-17RC est requise pour 1’activité biologique de
cette cytokine [190].

Pour nos études transcriptionnelles, nous avons congu des amorces spécifiques
ciblant les 2 sous-unités du récepteur a I’IL-17. Les amorces ont été générées de facon a
chevaucher 2 exons, évitant ainsi des résultats faussement positifs liés a I'amplification de
I'ADN génomique contaminant [191]. D’autre part, la présence des deux sous-unités du
récepteur de I’'IL-17 a été confirmée au niveau protéomique par immunobuvardage de type
western, une technique faisant appel a une immunodétection post-électrophoreése des
protéines [192]. Dans cette expérience, nous avons utilisé des anticorps dirigés contre la

protéine de I'IL-17RA et de I’'IL-17RC humaine, qui partagent 76% et 80% d’homologie
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avec la séquence protéique équine, respectivement. La taille de la bande révélée

correspondait a celle attendue soit 94,9kDa pour IL-17RA et 60,2kDa pour I’'IL-17RC.

Avec nous résultats, nous avons confirmé que les neutrophiles équins sont capables

de répondre directement a I’'IL-17.
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4.2 Effet de I’'IL-17 sur Pactivation, la glucocorticorésistance, la viabilité

et I’apoptose du neutrophile équin

Nous nous sommes par la suite intéressés a déterminer si I’IL-17 avait un effet sur la
réponse des neutrophiles aux GCs. Pour ce faire, nous avons évalué I’expression génique de
certaines cytokines pro-inflammatoires rapportées comme étant exprimées par le neutrophile
équin [193] et humain [23]. Nous avons observé, pour la premiére fois, que I'expression de
I’IL-8 par les neutrophiles est surréguée directement par I’IL-17, et n'est pas inhibée par la
DEX. La présence de I’'IL-17 dans les voies respiratoires de chevaux atteints du souffle
pourrait donc promouvoir la neutrophilie pulmonaire a travers 1'IL-8. Cette chimiokine est
d’ailleurs connue comme étant 1’agent chimiotactique le plus puissant des neutrophiles
[194]. De plus, ces résultats pourraient avoir une implication plus large, car I’angiogenése et
le remodelage tissulaire observés dans 1’asthme sont corrélés avec 1’expression de I'IL-8,
considérée comme modulatrice dans ces processus [195, 196].

Par ailleurs, rappelons que le contrdle de la neutrophilie pulmonaire n’est que partiel
ou est méme absent lorsque le traitement aux GCs n’est pas combiné a un retrait antigénique
[197-199]. L'absence d'une inhibition de l'activité transcriptionnelle de 1'[L-8 chez les
neutrophiles en présence de GCs et d’IL-17, comme nous I’avons observé, suggere que cette
cytokine pourrait contribuer a la résistance aux GCs. Nous avons choisi la DEX pour les
stimulations cellulaires, étant donné que son efficacité in vivo [200] et in vitro [25] est
supérieure a celle d’autres GCs, comme la prednisolone. La concentration de DEX de 10
M utilisée correspond a la concentration systémique atteinte, lorsqu’administrée par voie
orale dans les traitements courants du souffle [201]. Aussi, une étude précédente menée dans
notre laboratoire a rapporté les effets suppresseurs de la DEX utilisée a cette méme
concentration sur les niveaux d’expression des cytokines proinflammatoires IL-1p3, IL-8, et
TNF-a apres 5 h de culture en présence de LPS [25]. Dans notre étude, nous avons observé
que la DEX a des effets inhibiteurs similaires a 24 h pour IL-1p et TNF-0, mais pas pour
I’IL-8, ni pour I’IL-6. Nous pensons que les différences entre les résultats obtenus suite aux
stimulations de 5 et 24 heures pourraient s'expliquer par un effet temps-dépendant de la DEX

sur ’expression de ’ARNm de I’IL-8, tel que mis en évidence par une rapide diminution de
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I’ARNm de I’IL-8 apres presque dix heures de culture cellulaire chez les cellules humaines
¢pithéliales bronchiques (HBE1) [202].

Nos résultats divergent toutefois des effets inhibiteurs de la DEX sur la production
d’IL-8 observée aprés 24 h chez les neutrophiles humains [203]. Des différences entre les
méthodes d’isolation utilisées, les puretés cellulaires obtenues, les concentrations de DEX
utilisées et des variations inter-espéces pourraient contribuer aux différences observées dans
les deux études. Néanmoins, nous avons observé que les 4 cytokines pro-inflammatoires
évaluées a 5 h sont sur-régulées par le LPS (control positif), ce qui est en accord avec les
résultats observés par notre laboratoire précédemment, et ce qui valide nos expériences
actuelles.

Finalement, nos résultats ont mis en évidence une implication de 1I’'IL-17 dans
I’augmentation de la viabilité du neutrophile, causée par une diminution de 1’apoptose de
ces cellules. Ces résultats pourraient expliquer l'augmentation des niveaux de I’IL-17
accompagnée d’une diminution de 1’apoptose de neutrophiles précédemment observée chez
des patients asthmatiques [204]. Cependant, les mécanismes par lesquels cette cytokine
produit ces effets anti-apoptotiques restent a étre ¢élucidés. Nous présumons que cette
diminution de I’apoptose pourrait avoir comme origine un mécanisme similaire a celui
observé dans les cellules T, chez qui I’'[L-17 produit une altération de la voie d’apoptose
perforine/granzyme, via I’inhibition de la caspase 10 [205]. Etant donné que le mécanisme
apoptotique perforine/granzyme est plus typique des lymphocytes que des neutrophiles
[206], notre hypothese est que 1’IL-17 inhibe la voie d’apoptose intrinseque, ce qui aurait
pour conséquence un effet protecteur sur la membrane mitochondriale externe des
neutrophiles. De cette manicre, 1’IL-17 pourrait aussi contribuer a la persistance des

neutrophiles dans les voies respiratoires des chevaux atteints du souffle.

4.3 Choix des agonistes

Dans notre étude, nous avons choisi le lipopolysaccharide (LPS), composant de la
membrane externe des bactéries & Gram négatif, comme agoniste pour stimuler les
neutrophiles étant donné que les humains et les chevaux sont des especes qui sont
fréquemment exposées a ce genre d’antigenes et qui y sont tres sensibles [207]. Le lipide A,

un des composants du LPS, est reconnu par les Toll-Like receptors 4 (TLR4) exprimés a la
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surface des cellules immunitaires, comme les neutrophiles, ce qui entraine la libération de
cytokines pro-inflammatoires par 1’activation de la voie de signalisation NF-xB et AP-1
[208, 209]. Lorsqu’inhalé, le LPS induit I’inflammation des voies respiratoires. Les hauts
niveaux d'endotoxines observés dans les écuries [210, 211] pourraient contribuer a
l'obstruction respiratoire et I'inflammation neutrophilique observées dans le souffle [212,
213]. Chez I’humain, de fortes concentrations de LPS produisent également un phénotype
asthmatique caractérisé par une hyperréactivité bronchique et une inflammation de type

neutrophilique [214].

Nos résultats confirment que les neutrophiles tout comme les cellules
mononucléaires équines, ont une grande sensibilit¢ au LPS, ce qui se traduit par une
surexpression de cytokines pro-inflammatoires a 24 heures (IL-1p p<0.0001, IL-6 p=0.05,
IL-8 p<0.0001 and TNF-a p=0.0038). Nous avons prété une attention particuliére a ces 4
cytokines, mais un plus large panel de cytokines pourrait également étre surrégulé par le

LPS [215].

4.4 Limites rencontrées

Tel que mentionné précédemment, nous nous sommes intéressés a 1’expression
génique de certaines cytokines pro-inflammatoires chez les neutrophiles équins. Pour ce
faire, nous avons utilisé la technique d’amplification en chaine par polymérase en temps réel
(qPCR). Cette méthode est reconnue pour sa grande sensibilité et spécificité pour la détection
de faibles quantités d'ARNm [191]. Afin de minimiser les erreurs dans la quantification des
transcrits [191], les résultats de quantification génique ont été exprimés par rapport a un, ou
préférablement, plusieurs geénes de référence ou «housekeeping genes». L'expression de ces
genes de référence doit étre stable dans les conditions de stimulation étudiées [216].
Cependant, de nombreuses études ont montré que ces génes sont sujets a une variabilité selon
les contextes biologiques ou encore les conditions de culture (ex.: stimulations a un
agoniste) [217-220]. Nous avons ainsi évalué l'expression de différents geénes de référence
dans notre systeme (Annexe B), mais aucun ne remplissait les conditions de stabilité et de
constance requises. En effet, 3 geénes de référence e/8S « 18S ribosomal RNA », GAPDH
«glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase », UBQ «ubiquitin » ont été testés dans les

extraits d’ARNm de neutrophiles stimulés ou non au LPS. (Figure 4.1), et nous avons ainsi
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observé que ces geénes pouvaient potentiellement nous servir de référence. Cependant, ces
genes sont surrégulés en présence de dexaméthasone et de relL-17 (Figure 4.2). Nous avons
aussi évalué la stabilit¢ du HPRT1 «hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1» (données
non présentées), mais sa détection s’est avérée dépendante de la stimulation au LPS. Pour
toutes ces raisons, nous avons conclu que I’instabilité¢ de ces genes de référence pourrait
dissimuler les changements réels d’expression des génes mesurés dans nos études et, ainsi,

nous avons décidé de rapporter nos valeurs sans appliquer de normalisation.
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Figure 4.1. Comparaison 3 génes de référence chez les neutrophiles équins

L’expression de I’ARNm de trois génes de référence a été évaluée par gPCR
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L’expression de I’ARNm de trois génes de référence a été évaluée par qPCR.

4.5 L’Interleukine-17 : I’héroine ou la méchante ?

I1 est bien établi que I’IL-17 joue un rdle important dans la pathogenese de I’asthme

humain et le souffle chez le cheval. L’IL-17 est une cytokine pro-inflammatoire nécessaire

pour la chimiotaxis des neutrophiles dans le site d’inflammation, pourtant impliqué dans la

défense contre pathogenes et la réponse inflammatoire. L’action de I’IL-17 devient un

probléme au moment ou elle produise une excessive cumulation des neutrophiles dans les

voies respiratoires de patients humain asthmatiques et chevaux atteints du souffle. Par

contre, un déficit dans la production de I’IL-17 est traduit par un retard significatif dans le

recrutement de neutrophiles dans les voies respiratoires en un modele d’infection pulmonaire

chez la souris. Alors et bien que I’augmentation de 1I’'IL-17 cytokine produise des effets

nocifs au niveau pulmonaire, il est évident que dans le cas de sécrétion normal, cette cytokine

a un role trés important dans la défense contre pathogénes.
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Chapitre 5 : Conclusion & perspectives

Cette these introduit dans la littérature scientifique de nouvelles données concernant
le role de la cytokine IL-17 dans la glucocorticorésistence, la survie et 1’apoptose des
neutrophiles équins.

La glucocorticorésistance constitue une problématique dans la gestion clinique de
certaines maladies de 'homme et des chevaux. A ce jour, la contribution de I’IL-17 dans la
persistance de neutrophiles au niveau des voies respiratoires des chevaux ou de 'homme n’a
pas ¢été étudiée. Nous avons donc vérifi¢ l'effet possible de 1I’'IL-17 sur la réponse des
neutrophiles sanguins. Nous avons démontré que cette cytokine induit une augmentation de
I’expression de I’IL-8 qui n’est pas atténuée par les GCs. Nos résultats mettent aussi en
¢vidence, pour la premiére fois, le role de I’IL-17 dans 1’augmentation de la survie du
neutrophile in vitro, et suggérent ainsi un possible mécanisme par lequel les neutrophiles
persisteraient dans les voies respiratoires des chevaux atteints du souffle, et possiblement de

patients asthmatiques, méme sous glucocorticothérapie.

Ces résultats soulevent d’autres questions et nous amenent a envisager de nouvelles
¢tudes. Tel que mentionné précédemment, nous savons que, chez I’humain, il existe un sous-
groupe de patients asthmatiques qui ne répondent pas aux traitements classiques aux GCs
inhalés [185]. Chez I’humain, la présence de la sous-unité IL-17RA du récepteur a été
démontrée [158, 189]. Par contre, la présence de la sous-unité IL-17RC n’a pas été détectée
en absence stimulation, mais semble induite apres une simulation de 1I’IL-6 et I’IL-23 dans
des neutrophiles isolés de la moelle osseuse chez I’humain [121, 158]. Il serait donc pertinent
de vérifier si le neutrophile humain exprime également les deux sous-unités du récepteur de
I’IL-17 dans des conditions que nous avons utilisées pour étudier le neutrophile équin, ainsi
que la réponse des neutrophiles pulmonaires humains a 1’IL-17 en mesurant leur profil pro-

inflammatoire.

D’autre part, il serait pertinent d’évaluer 1’effet de I’IL-17 sur la survie et ’apoptose

des neutrophiles humains, étant donné les résultats controversés existant sur le sujet chez
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I’humain et chez la souris [221, 222]. Nous serions intéressés de déterminer si I’effet de
I’IL-17 sur la viabilité des neutrophiles équins et humains est comparable, les mécanismes
biologiques ainsi mis en jeu devront étre ¢lucidés (voies de signalisations, acteurs cellulaires
tels que des facteurs ou cofacteur de transcription). Ainsi, nos connaissances dans le
domaine nous permettraient de mieux comprendre les processus impliqués dans le souftle

chez le cheval et I’asthme chez ’humain.

Finalement, il serait intéressant d’évaluer, chez le cheval, I’effet in vivo de I’IL-17
dans la neutrophilie des voies respiratoires. Cela nous permettrait de valider les résultats que
nous avons obtenus dans notre étude et possiblement d’explorer de nouvelles voies
thérapeutiques permettant de controler 1’inflammation persistante chez les chevaux atteints
du souffle. A cette fin, il est important d’élucider I’impact et les mécanismes biologiques de
I’IL-17 au niveau tissulaire. Des molécules ciblant I’IL-17 semblent particulierement
prometteuses chez 'humain [135]. De telles études permettraient d’évaluer 1’effet réel de
I’IL-17 sur le recrutement des neutrophiles dans les voies respiratoires de chevaux atteints
du souffle et pourraient méme potentiellement, €tre extrapolées aux patients atteints

d’asthme sévere.
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Annexe A. Cytologies représentatives du LBA d’un cheval controle et d’un cheval
atteint du souffle. Les macrophages et les lymphocytes prédominent dans 1’échantillon alors
que chez les chevaux atteints de souffle en crise, on observe une prévalence de neutrophiles.
(N : neutrophiles, L : Lymphocytes. M : macrophages). (Courtoisie Laboratoire de biologie
respiratoire moléculaire — Université de Montréal).
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Annexe B

Liste d’amorces des génes de référence testés dans notre projet

Geéne de Anti-sens 3°-5°

ménage

GAPDH CACCCAGAAGACCGTGGATG TGCCAGTGAGCTTCCCATTC
UBIQUITIN TAGCAGTTTCTTCGTGTCCGT TGTAATCGGAAAGAGTGCGG
el8S GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA

HPRT1 TTATGGACAGGACTGAACGGCTTG | GCTACTGTAATGACCAGTCAACAGG
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