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Résumé

L'asthme chez I’'homme et le souffle chez le cheval sont des maladies inflammatoires
chroniques des voies respiratoires partageant plusieurs caractéristiques physiopathologiques
dont la bronchoconstriction réversible, I'inflammation des voies respiratoires inférieures,
I’hyperréactivité bronchique et le remodelage tissulaire. Les phénotypes cliniques d’asthme se
caractérisent en partie selon le type d’inflammation affectant les voies respiratoires et la
présence ou non d’allergie. Le souffle chez le cheval s’avere étre un modele adapté pour I'étude
des mécanismes impliqués dans I'asthme neutrophilique, lesquels demeurent particulierement
mal compris, en contraste avec ceux associés avec l'asthme éosinophilique. La réponse
immunologique sous-jacente au souffle implique entre autres I'expression de cytokines de type
Th2, suggestives d’une réponse allergique (immunité acquise). La poussiére environnementale
qui provoque les symptomes du souffle contient également des agents non-spécifiques dérivés
de bactéries, champignons et moisissures, susceptibles d’activer des mécanismes immunitaires
innés chez les chevaux atteints du souffle.

Nous avons étudié le role des neutrophiles dans I'inflammation associée a la réponse
innée et acquise chez le cheval atteint du souffle. Dans un premier temps, I'effet de produits
dérivés de bactéries sur I'activation des neutrophiles sanguins provenant de chevaux normaux
et atteints de souffle a été étudié dans le but d’évaluer la contribution de la réponse innée dans
la physiopathologie du souffle. Nous avons évalué 'effet de I'lL-4, une cytokine de type Th2,
sur les neutrophiles des deux groupes de chevaux afin d’évaluer de quelle maniere le
neutrophile peut participer a la réponse acquise associée a la réponse allergique. Finalement,
nous avons étudié I'expression des isoformes de I'arginase par les neutrophiles équins car cette
enzyme métabolise la L-arginine et est potentiellement impliquée dans le bronchospasme et le
remodelage tissulaire associés a I'asthme.

Nos résultats suggérent que les neutrophiles et les mononucléaires sanguins isolés des
chevaux atteints du souffle possedent une réponse inflammatoire exagérée en réponse aux
lipopolyssacharides et peptides formylés et surexpriment les cytokines pro-inflammatoires IL-
1B, TNF et IL-8. Cette réponse innée aberrante est associée a une inflammation systémique
caractérisée par des concentrations sériques élevées de TNF chez les chevaux atteints du
souffle en période de rémission clinique. De plus, nos résultats montrent que I'lL-4 active le

neutrophile équin et favorise son chimiotactisme de maniere autocrine. L’IL-4 induit un



phénotype d’activation typique dans le neutrophile équin, caractérisé par I'expression accrue
de cytokines pro-inflammatoires (IL-8 et TNF) ainsi que de récepteurs potentiellement
impliqués dans la réponse allergique (IL-4Ra et CD23). Enfin, nous montrons que que l'arginase
1 n’est pas un marqueur de I'activation des neutrophiles équins par I'lL-4, mais que ces cellules
expriment constitutivement l'isoforme 2 fonctionnelle de I'arginase. La surrégulation des deux
isoformes au niveau des poumons périphériques semble étre associée a la pathologie du
souffle, ce qui est en accord avec les modeéles d’asthme chez la souris, le rat et le cobaye.
L'ensemble de ces travaux suggere que les neutrophiles puissent agir comme cellules effectrices
importantes de la réponse innée et acquise dans la pathophysiologie du souffle, un modeéle

naturel d’asthme neutrophilique.

Mots-clés : neutrophiles, souffle, asthme, réponse immunitaire innée, réponse allergique,
cytokines de type Th2, arginase, cytokines pro-inflammatoires, inflammation systémique,

phénotype cellulaire



Abstract

Human asthma and equine heaves are chronic pulmonary diseases sharing several
pathophysiological  properties including lower airway inflammation, reversible
bronchoconstriction, bronchial hyperresponsiveness, and tissue remodeling. Clinical
phenotypes of asthma are characterized in part by the inflammatory cell populations infiltrating
the airways, and the presence or absence of allergy. Heaves is a suitable animal model for the
study of the poorly defined pathophysiological processes leading to airway neutrophilia. The
immune response in heaves involves Th2 cytokine expression, which is, among other features,
associated to allergic inflammation (acquired immunity). Environmental dust exposure leading
to clinical exacerbation of heaves contains non-specific agents derived from bacteria, molds or
fungi which could also activate innate immune responses in heaves affected horses.

We studied the role of neutrophils in innate and acquired immune responses in heaves
affected-horses. First, innate immune responses of neutrophils isolated from normal and
heaves-affected horses to bacterial-derived products were studied. We also assessed the effect
of IL-4, a Th2 cytokine, on equine neutrophils isolated from both groups of horses. Finally, we
evaluated the arginase isoforms expressed by equine neutrophils as this enzyme that takes part
to the L-arginine metabolism and is thought to contribute to bronchospasm and tissue
remodeling associated with asthma.

Our results suggest that both neutrophils and mononuclear cells from heaves-affected
horses, when compared to healthy horses, have an excessive inflammatory response to
lipopolyssacharides and formylated peptides, characterized by increased IL-1B, IL-8 and TNF
expression. This altered innate response was associated with systemic inflammation in
asymptomatic susceptible horses as high serum TNF concentrations were detected.
Furthermore, we found that equine neutrophils are activated by IL-4 and release neutrophil
chemotactic factors in response to this cytokine. IL-4 also induces a distinctive activation
phenotype in neutrophils that is characterized by increased expression of pro-inflammatory
cytokines (IL-8 and TNF) and receptors (IL-4Ra and CD23), potentially involved in the allergic
response. Finally, we showed that arginase 1 is not a marker of IL-4-activated equine
neutrophils although they constitutively express the functionally active isoform 2 of the
enzyme. The up-regulation of arginase isoforms in the peripheral lungs of horses with heaves

suggests a role for arginase in this model, as it is described in the mouse, rat and guinea pig



Vi

models. Taken together, this work suggest that neutrophils could play an important role in
both innate and acquired immune responses associated with heaves pathophysiology, a natural

model of neutrophilic asthma.

Keywords : neutrophils, heaves, asthma, innate immunity, allergic response, Th2-type cytokines,

arginase, pro-inflammatory cytokines, systemic inflammation, cellular phenotype
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Les maladies inflammatoires chroniques d’origine non-infectieuses représentent aujourd’hui
une des causes principales de morbidité et de recours aux soins de santé dans les pays
occidentaux. L’asthme compte parmi elles et touche environ 8,3%" des Canadiens. On estimait en
2007 que 300 millions de personnes souffraient d’asthme mondialement et que cette maladie
était responsable de 250 000 morts par année’. L’asthme se présente sous différents phénotypes
cliniques résultant d’une interaction complexe entre la génétique de I'individu et I’environnement.
Ces phénotypes regroupent toutefois des caractéristiques communes: 1) une réponse
inflammatoire chronique des voies respiratoires; 2) une hyperréactivité bronchique et; 3) un
remodelage tissulaire des voies respiratoires. Les causes peuvent varier mais résultent en une
symptomatique incluant de I'oppression respiratoire, de la dyspnée, une respiration sifflante, de
I’hypersécrétion de mucus et de la toux (surtout nocturne).

On catégorise les phénotypes d’asthme selon qu’ils impliquent une allergie ou non, la
premiére étant la plus commune. D’ailleurs, les mécanismes immunologiques et physiologiques
associés a la réponse allergique ont été largement étudiés dans le contexte de I'asthme: les
modeles d’asthme expérimentaux utilisant les rongeurs ont permis de caractériser en détails
I'inflammation éosinophilique typiquement associée a la production de cytokines par les
lymphocytes T helper 2 (Th2) et la production d’IgE, I’hyperréactivité bronchique et le remodelage
tissulaire. Toutefois ces animaux ne développent pas les symptomes caractéristiques de I'asthme
et souvent, les méthodes de sensibilisation allergique utilisées pour induire la maladie ne tiennent
pas compte de I'effet de I'environnement sur sa pathogénese. Les thérapies développées a partir
des résultats obtenus a I'aide de ces modeéles se sont révélées inefficaces chez plusieurs patients
atteints d’asthme allergique. Enfin, une proportion considérable d’asthmatiques présente une
inflammation neutrophilique plutot qu’éosinophilique. L'inflammation neutrophilique s’associe a
plusieurs phénotypes cliniques incluant ceux causés par l'allergie et plus fréquemment, aux
phénotypes séveres. Néanmoins, les mécanismes physiopathologiques impliqués dans ce type
d’inflammation demeurent jusqu’a ce jour mal décrits.

Les neutrophiles jouent un réle clé dans la réponse immunitaire de premieére ligne. Leur

arsenal de produits antimicrobiens et leur réle de phagocytes professionnels les placent comme

! Taux normalisé selon I’age. Source: Statistique Canada, CANSIM, tableau 105-0503

> World Health Organization. Global surveillance, prevention and control of chronic respiratory diseases: a comprehensive approach,
2007.
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acteurs principaux dans la défense contre les infections. Parce qu’ils produisent une variété de
cytokines et de chimiokines, les neutrophiles contribuent également a réguler la réponse
inflammatoire et servent de pont entre I'immunité innée et acquise. Leur activation exagérée
contribue a la fois au dommage tissulaire par la relache d’oxydants et de protéases dans le milieu,
ainsi qu’a retarder leur apoptose, étape critique dans le processus de résolution de I'inflammation.
De ce fait, I'activation des neutrophiles représente un point tournant dans l'initiation et la
prolongation de la réponse inflammatoire. Les neutrophiles activés sont d’ailleurs impliqués dans
plusieurs autres pathologies associées a I'inflammation chronique des tissus et a leur destruction.

Nous nous proposons d’utiliser le cheval atteint du souffle comme modeéle animal naturel
d’asthme pour I'étude de la contribution des neutrophiles dans lI'inflammation associée a la
réponse allergique. En effet, les chevaux sont naturellement affectés par le souffle et cette
maladie partage avec l'asthme plusieurs caractéristiques physiopathologiques. Les chevaux
atteints développent une inflammation neutrophilique chronique et une obstruction réversible
des voies respiratoires lorsqu’ils sont exposés aux poussiéres et aux allergénes contenus dans le
foin. Aussi, des études suggérent que les exacerbations répétées pourraient mener au remodelage
permanent des voies respiratoires chez ces chevaux. Bien que les causes exactes du souffle ne
soient pas connues, il semble qu’une aberration dans les réponses immunitaires innée et acquise
aux agents non-spécifiques et aux allergénes contenus dans le foin, respectivement, soit en cause.
Plus spécifiquement, on a rapporté que l'inhalation d’endotoxines (réponse immunitaire innée)
présentes en concentration élevée dans le foin et I'environnement des chevaux, contribuait
significativement au développement des symptémes du souffle chez les animaux susceptibles. De
plus, I'expression de cytokines de type Th2 est élevée au niveau pulmonaire et associée a la
production d’IgEs spécifiques pour certains allergenes chez les chevaux atteints de souffle, deux
caractéristiques typiques de la réponse allergique (réponse immunitaire acquise). Celles-ci sont
concomitantes avec le recrutement des neutrophiles dans la lumiére des voies respiratoires.

Le rble des neutrophiles dans la réponse allergique n’est pas clairement défini. Ces
granulocytes sont recrutés dans plusieurs contextes associés a la production de cytokines de types
Th2 telles que les allergies (rhinite, asthme), la réponse antiparasitaire et plus récemment, la
réponse anaphylactique dans laquelle ils agissent comme acteurs principaux [1]. Toutefois

I'interaction entre les cytokines de type Th2 et les neutrophiles est pauvrement décrite chez
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’'hnomme et inexistante dans la littérature chez le cheval. Dans ce contexte, une enzyme
surrégulée par les cytokines de type Th2 chez les modéles d’asthme murins, I'arginase, s’est
avérée centrale dans la régulation de la réponse inflammatoire, du tonus musculaire bronchique
et du remodelage tissulaire. L'arginase est également surrégulée chez I'lhomme dans plusieurs
contextes ou |'on observe de l'inflammation chronique, incluant I'asthme. Or contrairement aux
modeles de rongeurs, |'arginase est exprimée constitutivement et de maniere restrictive par les
neutrophiles périphériques et présents aux sites inflammatoires chez 'lhomme. Ainsi, I'arginase
exprimée par les neutrophiles pourrait contribuer a la physiopathologie de I'asthme et du souffle

cependant, aucune étude a ce sujet n’a encore été menée.

L'hypothese générale de cette recherche est que les neutrophiles contribuent a la
physiopathologie de I'asthme par I'expression de molécules ayant des effets immunomodulateurs
tant au niveau de la réponse inflammatoire de premiere (immunité innée) que de seconde
(immunité acquise) ligne.

Les objectifs spécifiques sont :

1. Comparer la réponse ex vivo des neutrophiles périphériques de chevaux controles et
atteints du souffle a des agonistes de récepteurs de I'immunité innée.

2. Caractériser la réponse ex vivo des neutrophiles périphériques de chevaux normaux a
I'interleukine (IL)-4 recombinante équine (re), une cytokine de type Th2 exprimée lors de la
réponse immunitaire acquise spécifique a I'allergéne, et la comparer a celle de chevaux atteints du
souffle exposés ou non a I'allergene.

3. Caractériser I'expression des isoformes de |'arginase par le neutrophile équin et

déterminer leur niveau d’expression chez les chevaux atteints du souffle.
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Maladies inflammatoires chroniques des voies respiratoires :
mécanismes impliqués

Le poumon est le lieu des échanges gazeux entre le sang et I'air. |l est chez la plupart des
mammiféres I'organe le plus volumineux, soulignant I'importance vitale de sa fonction biologique.
Par sa structure, il offre une aire d’échange d’autant plus impressionnant, soit 70 - 80m? en
fonction de la taille de I'individu (1500m” pour un cheval moyen), totalisant ~ 300 millions
d’alvéoles chez I'homme [2, 3]. Il joue également le réle de réservoir sanguin, de filtre de
détoxification du sang et de site de métabolisation pour certaines substances [4]. Le poumon
représente pour les pathogenes véhiculés dans I'air un site d’entrée critique vers l'intérieur du
corps. L'inflammation causée par l'inhalation d'irritants ou d'agents infectieux se doit d’étre
étroitement régulée afin que l'intégrité physiologique de I'organe soit préservée. Chez I’homme
et chez les animaux domestiques, l'inflammation chronique des voies respiratoires est
typiquement associée a une infection par des mycobactéries ou par le virus respiratoire syncytial
(RSV). Llinflammation chronique des voies respiratoires est aussi fréquemment associée a une
réponse allergique de I'hGte envers des antigénes véhiculés dans I'air [5]. Cette réponse
immunitaire aberrante envers d’inoffensifs antigenes implique I'activation spécifique des cellules
de lI'immunité acquise. De ce fait, elle indique aussi que la réponse inadaptée des cellules
appartenant au systéme immunitaire inné qui ont reconnu cet antigéne comme un agresseur
potentiel.

Chez ’'homme, I'asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies respiratoires
qui possede diverses étiologies, associées ou non a une réponse allergique. Nos connaissances
actuelles sur les mécanismes impliqués dans la réponse inflammatoire associée a I'asthme ont
bénéficié largement des modeéles expérimentaux rats, souris et cobayes. lls ont permis de
disséquer et d’identifier les événements et les molécules impliqués dans I’hyperréactivité
bronchique, I'inflammation et le remodelage tissulaire associés a I'asthme. Le cheval atteint du
souffle s’offre également comme modele pour I’étude de la pathogénie de I'asthme. Cette maladie
partage avec I'asthme plusieurs caractéristiques physiopathologiques, dont la symptomatique et
changements histologiques mais surtout, le souffle se développe naturellement chez le cheval,

contrairement aux modeéles de rongeurs. Le souffle est en lui-méme un sujet de recherche
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vétérinaire tres pertinent puisqu’il atteint une proportion considérable de la population de
chevaux des régions tempérées et représente une cause de pertes économiques pour les
propriétaires et pour l'industrie équine.

Seront décrits successivement dans ce chapitre les caractéristiques physiologiques du
poumon chez I'homme et le cheval et les principaux acteurs des branches innée et acquise du
systeme immunitaire, en particulier les neutrophiles. Puis, les caractéristiques
physiopathologiques de I'asthme et du souffle seront revus, ainsi que les différents mécanismes
immunopathologiques proposés pour expliquer le développement de ces maladies, avec un
intérét particulier pour le role des neutrophiles dans lI'inflammation chronique associée a la

réponse allergique.
Caractéristiques anatomiques et physiologiques du poumon

Chez ’homme

Les poumons de ’lhomme possedent trois lobes a droite et deux a gauche, tel qu’illustré sur
la Figure 1 qui compare I'anatomie des poumons de I’homme et du cheval a celui de la souris. Les
poumons et chacun de leurs lobes sont enveloppés par une fine couche de tissus conjonctifs
appelée la plévre viscérale. Elle est séparée de la pléevre pariétale qui recouvre la cage thoracique,
le médiastin et le diaphragme, par la cavité pleurale. Les deux plevres se joignent au niveau de
I’hile pulmonaire. Les voies aériennes supérieures s’étendent du nez jusqu’au larynx (extra-
thoraciques). Elles comptent les cornets nasaux qui ont pour fonction de réguler la température
de I'air et son degré d’humidité ainsi que de capter les poussiéres inhalées qui seront dirigées vers
le pharynx pour étre dégluties. Les voies respiratoires inférieures incluent la trachée jusqu’aux
parties les plus distales des bronchioles. Le parenchyme pulmonaire désigne les alvéoles associées

aux bronchioles transitoires et les sacs alvéolaires distaux [2].
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Figure 1. Anatomie comparée des poumons de I’'hnomme (A), du cheval (B) et de la souris (C).

Les voies respiratoires conductrices se divisent de maniere dichotomique de la trachée
jusqu’aux bronchioles membraneuses (sans alvéole ni cartilage) inclusivement, générant
successivement les bronches souches, lobaires, segmentaires et les bronchioles [2]. Cette portion
des voies respiratoires ne permet pas d’échange gazeux (espace mort). On estime
gu’approximativement 87% du volume total du poumon est alvéolaire, 6% se compose de tissus et
le reste est occupé par du gaz (7%) [2]. Lorsque I'air entre dans le poumon durant l'inspiration, la
vélocité du gaz diminue avec les générations de voies respiratoires compte-tenu de
I"augmentation considérable de l'aire totale transversale qu’elles représentent au niveau des
bronchioles respiratoires et la diffusion devient le mécanisme de ventilation dominant au niveau
de la zone respiratoire. La chute de vélocité du gaz permet le dépot des petites particules inhalées

au niveau des bronchioles terminales, qui sont remontées jusqu’en haut de I'arbre bronchique sur

le tapis de mucus propulsé par les cils des cellules épithéliales [4]. Le mucus est produit par les

glandes trachéo-bronchiales situées dans la submucosa et par les cellules épithéliales a gobelets.
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Le muscle lisse et le tissu élastique se propagent tout au long de I'arbre bronchique sous
forme de spirales jusqu’a I'ouverture des sacs alvéolaires. Le muscle péribronchique répond a
I’adrénaline (nerf vagal et glossopharégien) et a I'acétylcholine (systéme nerveux inhibiteur non-
adrénergique non-cholinergique) par broncho-dilatation ou constriction, respectivement, régulant
ainsi la résistance au passage de l'air. Le poumon est un tissu trés élastique et trés peu de
pression est nécessaire pour provoquer son inflation. Cette propriété est appelée compliance et
change selon la composition du tissu conjonctif pulmonaire, majoritairement composé d’élastine
et de fibres de collagéne. Le systéme de vascularisation est composé d’artéres pulmonaires qui
apportent le sang systémique veineux aux poumons en étroite association avec les voies
respiratoires et de veines pulmonaires qui conduisent le sang oxygéné vers la circulation
systémique en association avec le parenchyme ou les tissus conjonctifs des septa. Il est a noter
qgu’il n’y a pas de vascularisation bronchique chez la souris [6]. Les capillaires forment un réseau
dense autour des alvéoles. Le gaz diffuse a travers la paroi des capillaires et des cellules
alvéolaires en suivant la loi de Fick’s’, principalement aux endroits dépourvus de noyaux cellulaires
et de tissus conjonctifs et ol il y a fusion des membranes basales épithéliales et endothéliales,

totalisant 0,4 - 0,5 um d’épaisseur [2].

Particularités chez le cheval

L’anatomie du poumon de cheval est somme toute similaire a celle de ’'homme (Figure 1),
par comparaison avec le poumon de souris qui posséde une toute autre architecture
macroscopique. Les voies respiratoires supérieures different évidemment quelque peu de par leur
structure (Figure 2) : elles incluent 1) des naseaux externes tres flexibles pouvant se fermer
completement (par exemple pour prévenir l'entrée d’eau durant la nage) et s’ouvrir
maximalement durant I'exercice; 2) la cavité nasale abritant les cornets naseaux; 3) le pharynx et
le larynx : le voile du palais étant tres long, I'inspiration est nécessairement nasale, et enfin; 4) la
partie extra-thoracique de la trachée. Macroscopiquement, les poumons du cheval ne sont pas

divisés en lobes distincts toutefois une membrane de tissu conjonctif fibreux les séparent en deux

Ve A/T*D* (P1-P2), ol V correspond au taux de ventilation (débit), A & 'aire, T au a I'épaisseur, D & une constante de diffusion
proportionnelle a la solubilité du gaz et inversement proportionnelle a la racine carrée de son poids moléculaire et P1 et 2 a la pression

partielle du gaz de part et d’autre de la membrane [4].
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lobes a gauche (cranial et caudal) et en trois lobes a droite (cranial, accessoire et caudal). Une
particularité des bronches est leur division de type monopodial, c’est-a-dire que les bronches
sources se dirigent vers la périphérie caudal du poumon et donne naissance a des bronches
ventrales ou dorsales de calibre inférieur. Il n’existe pas de bronchiole transitoire chez le cheval.
L'épithélium des bronches et bronchioles est similaire a celui de 'homme. On compte peu de
glandes sous-muqueuses dans I'arbre trachéo-bronchique équin. La surface d’alvéoles capillarisées
est d’environ 1 500 m? chez un cheval de 510 kg bien que 'aire alvéolaire totale soit 2 456 m”. Cela
correspond a une surface d’échange gazeux 3 fois plus grande que chez I'homme, lorsque I'on
considére I'air d’échange (m?) par kg du poids de I'animal. Les différents volumes pulmonaires

sont décrits dans le Tableau I.

Voile du palais

palate Cavité nasale

naseaux

Figure 2. Anatomie comparée des voies supérieures chez I'hnomme et le cheval.
Modifiée de Cheetham et al, 2009 [7].
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Tableau I. Comparatif des volumes pulmonaires (en L) chez le cheval et chez 'homme de taille

moyenne.
Paramétre Description Cheval Homme
Volume courant Volume d’air inhalé a chaque respiration 4-5 0.5
Capacité résiduelle Volume d’air résiduel a la fin d’une expiration 20 23
fonctionnelle normale
Volume d’air maximal pouvant étre contenu dans 58
Capacité pulmonaire totale les poumons ~45
. Volume résiduel d’air dans les poumons a la fin 91 1.2
Volume résiduel d’une expiration forcée '
Différence entre la Capacité pulmonaire totale et 35 4.6
Capacité vitale le volume résiduel
Volume d’air contenu dans les voies respiratoires 3 0.15
Volume de I'espace mort ou alvéoles peu ou non- perfusées.
Débit respiratoire Volume d’air par minute qui entre et sort des 60-100 / 7.3 /
. . 120
(repos/exercice) en L/min POSINCHS 1500

Tiré des articles [3, 4, 8, 9].

Chez le cheval, contrairement a I'homme et a la plupart des mammiféres, le point
d’équilibre mécanique du systéme respiratoire ne correspond pas au volume de capacité
résiduelle fonctionnelle. 1l se trouve plutét au milieu du volume courant de telle sorte qu’un effort
sera sollicité a la fin de chaque inspiration (diaphragme) et expiration (muscles abdominaux) et
que le volume de fin d’expiration sera inférieur au volume de capacité résiduelle fonctionnelle
(CRF) mécaniquement déterminé. La respiration du cheval est donc biphasique, avec une
composante passive et active pour chaque inspiration et expiration (Figure 3). Il est a noter que les
muscles intercostaux n’interviennent que pour stabiliser la cage thoracique en réponse aux

changements de pression, contrairement a 'homme chez qui les muscles intercostaux sont

sollicités durant I'inspiration au volume courant et a I'exercice (inspiration et expiration) [4].
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A Human

Tidal

volume
EELV
FRC
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Flow =) M\/—
| |

Tidal

volume FRC
EELV

Figure 3. Respiration biphasique chez le cheval, comparaison avec ’'homme.

Comparaison entre I'homme et le cheval quant aux volumes de fin d’expiration
du poumon (EELV) et de capacité résiduelle fonctionnelle (FRC). Ces deux
volumes sont équivalents chez I'homme car ils correspondent a I'équilibre
mécanique du poumon alors que I'EELV est inférieur au FRC chez le cheval en
raison de la phase d’expiration active. Tiré du chapitre de livre par Marlin et
Deaton, 2007 [10].

Systéme de défense pulmonaire

Mécanismes de défense immunitaire innés

La réponse innée comporte quatre types de barrieres défensives soient anatomique,
physiologique, phagocytaire et inflammatoire [11]. Elle se distingue de la réponse acquise en ce
sens qu’elle n’est pas spécifique a un antigene particulier mais permet de défendre I’'hGte contre

une variété de pathogenes a I'aide d’un arsenal défensif diversifié.

Mécanismes physico-chimiques

Le poumon représente une ouverture directe sur lintérieur du corps. Il fGt jusqu’a
récemment considéré comme un environnement stérile, toutefois il semble qu’une microbiote
tapisse les voies respiratoires et les alvéoles chez les sujets en santé [12]. Plusieurs des

caractéristiques physico-chimiques du poumon lui permettent de se défendre contre les
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agresseurs aériens. D’abord, les cornets nasaux, puis la trachée et les bronches constituent
ensemble un filtre de turbulence qui propulse la plupart des particules inhalées les plus larges
(90%, > 5um) vers la paroi épithéliale ou elles adherent a la couche de mucus qui la recouvre [13,
14]. Le mouvement synchronisé des cils des cellules épithéliales les expulsent ensuite hors du
tractus respiratoire. Les récepteurs d’irritants provoquent la toux et le bronchospasme qui
agissent aussi a cet effet. Le mucus est un gel viscoélastique avec une composition complexe [14,
15]. Quelques 200 protéines le composent incluant des substances antimicrobiennes, des
cytokines et des antioxydants sécrétées par les cellules a mucus des glandes subépithéliales et les
cellules a gobelet. Les mucines, de larges glycoprotéines fortement chargées qui forment la
structure du mucus, possedent en elles-mémes des propriétés antivirales et inflammatoires, en
plus d’interagir avec plusieurs autres composants du mucus soient les IgAs, les collectines et
défensines [14]. La structure tridimensionnelle en mailles du mucus inhibe la migration des
pathogenes [15]. Une altération de la sécrétion normale du mucus ou de sa clairance entraine une
accumulation et une détérioration de la fonction respiratoire, une réduction des défenses et
I'augmentation du risque d’infection et possiblement de néoplasmes [15]. Enfin, les cellules
épithéliales sont étroitement attachées entre elles par des jonctions serrées apicales, des
jonctions adhérentes et des desmosomes latéraux formant une barriére physique imperméable a
la plupart des substances [2]. Celle-ci limite en particulier I'entrée des virus et leur propagation en
leur bloquant l'acces a certains récepteurs de la membrane basolatérale, un point d’entrée

commun a plusieurs d’entre eux [14].

Mécanismes immunologiques

La réponse inflammatoire

L’'inflammation a pour buts principaux de : 1) défendre I'organisme héte contre les invasions
pathogenes et; 2) réparer les tissus aprés Iésion (revu dans [5]). L'inflammation comporte deux
phases, une aigué et une chronique. La sévérité de I'inflammation, sa durée et le type de réponse
dépendent du facteur qui I'a initiée et de la susceptibilité de I'h6te (espéce et race) a développer

une inflammation a certains facteurs.
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La phase aigué est opérée par les neutrophiles, les éosinophiles et les mastocytes. Les
cytokines TNF, I'lL-1PB et I'IL-6 sont produites tot dans la phase inflammatoire aigué. A faible dose,
le TNF stimule I'activation des cellules de I'immunité innée responsables de la destruction du
pathogene (ex. macrophages, neutrophiles) et la présentation d’antigénes par les cellules
professionnelles. A forte dose, cette cytokine contribue & causer de sévéres dommages au
parenchyme pulmonaire et des maladies systémiques (choc septique). L'exsudat inflammatoire est
constitué de cellules mortes, de débris de pathogénes et de I'accumulation de fluide et de
protéines plasmatiques. L'IL-6 augmente la production de protéine de phase aigué (PPA; C reactive
protein (CRP), serum amyloid A (SAA), haptoglobine, etc.) par le foie et contribue a diminuer les
taux de transferrine, d’albumine, de TNF et d’IL-1B et de ce fait, a diminuer le recrutement des
leucocytes dans le tissu. Il permet aussi la différentiation des cellules B en plasmocytes et la

permutation des classes des immunoglobulines.

Les protéines sériques impliquées dans la phase aigué incluent le complément, les kinines
(bradykinine et kallicréine), les protéines de la cascade de coagulation et les PPA. Ces derniéeres
ont souvent des propriétés d’opsonisation. L’activation du complément mene a la relache
d’anaphylatoxines (C3a, C4a et C5a) qui favorisent la dégranulation des mastocytes et la
perméabilisation des vaisseaux. Elles induisent aussi I'adhérence et le chimiotactisme des
leucocytes et I'activation de la cascade de la coagulation. Celle-ci prévient la propagation de
I'infection dans les tissus mais peut étre alarmante dans le contexte pulmonaire. La plasmine
renverse la formation de caillots, mais peut mener a I'activation complément et ainsi contribuer a

amplifier I'inflammation.

La phase chronique de I'inflammation survient lorsque la réponse inflammatoire aigué ne
s’est pas avérée suffisante pour éliminer I'agent causateur. Un exemple typique est I'infection par
des mycobactéries ou par le virus respiratoire syncytial (RSV). Linflammation allergique
représente une inflammation chronique anormale. Le but physiologique de la phase chronique de
I'inflammation est de se débarrasser des débris de nécrose cellulaire dérivés de la phase aigué, de
promouvoir la défense contre une infection persistante et de réparer les dommages occasionnés
au parenchyme pulmonaire. A cette étape, la formation de cicatrice peut étre problématique dans
le contexte respiratoire, en diminuant la surface d’échange gazeux. L’habileté a résoudre

I'inflammation dépend de la cause, de la durée et du succés du systeme immunitaire a se
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débarrasser de I’envahisseur. Il y aura une inflammation chronique aberrante si la réponse
inflammatoire en réponse au stimulus de départ est inappropriée (ex. allergie) ou s’il est
impossible de détruire I'agent infectieux (ex. mycobactérie). Dans le poumon, il y a alors soit la
formation de fibrose, d’hypertrophie musculaire et de bronchoconstriction ou bien de
granulomes, respectivement. Dans la phase chronique, les mémes cytokines sont produites que
pendant la phase aigué, toutefois avec persistance et en exces. La cause la plus commune

d’inflammation chronique chez plusieurs especes est aujourd’hui 'allergie [5].

Les cytokines pro-inflammatoires

TNF : description moléculaire et biologique.

Le TNF (tumor necrosis factor, auparavant TNF-a) a été identifié en 1975 comme facteur
de nécrose pour les tumeurs induit par le LPS [16]. Son surnom de cachectine lui fut donné par un
autre groupe qui étudiait son effet suppressif sur la lipoprotéine lipase A, avant que ces différentes
fonctions ne soient attribuées a une seule et méme molécule [17]. Chez 'homme, le géne du TNF
est localisé au niveau du chromosome 6 (ch.20 chez le cheval : NC_009163.2) et situé dans un
groupement génique incluant les génes codants pour les lymphotoxines (LT)-a (autrefois appelée
TNF-B) et LT-B, des cytokines de structure similaire (idem chez le cheval), appartenant a la
superfamille du TNF. Cette superfamille compte 19 ligands qui sont destinés a lier 29 récepteurs
appartenant a la superfamille du TNFR [18]. Les ligands de la superfamille du TNF partagent 20-
30% d’homologie de séquence au niveau C-terminale, portion qui est responsable de la liaison au
récepteur. Aussi, la majorité de ces ligands sont synthétisés sous forme de précurseurs
membranaires. Pour sa part, le TNF est exprimé sous forme de pro-peptide transmembranaire de
26 KDa clivé par la TACE (matrix-metalloprotease TNF-convertase), aussi appelée ADAM 17, pour
générer une sous-unité soluble de 17 KDa [19]. La protéinase-3 du neutrophile peut également
activer les précurseurs membranaires du TNF et de I'IL-1B [20]. La forme membranaire et soluble

forment des homotriméres pour accomplir leur fonctions biologiques.
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Figure 4. Superfamille du récepteur au TNF

Voies de signalisation associées aux TNFR1 et TNFR2. Tiré de Aggarwal et al, 2003 [18]

Deux récepteurs pour le TNF sont connus: le TNFR1 (Tnfrsfla, p55, p60) et le TNFR2
(Tnfrsflb, p75, p80) [16]. L'expression du TNFR1 est ubiquitaire tandis que I'expression du TNFR2
est restreinte aux cellules immunitaires et endothéliales [18]. Les voies de signalisation impliquées
pour chacun different tout en ayant des effets biologiques qui se chevauchent (Figure 4). Le TNF
membranaire se lie au TNFR1 alors que la forme soluble, au TNFR2. La liaison du TNF au TNFR1
permet le recrutement de TRADD (TNFR-associated death domain) et le déclenchement de
I'apoptose. Le TNFR2 est associé a l'activation de facteurs de transcription pro-inflammatoires
comme NF-kB et AP-1 via I'activation du TRAF2 (TNFR-associated factor 2). Chez le neutrophile
humain, I'expression du TNFR2 est prédominante [21] toutefois |'activation des fonctions du
neutrophiles semble étre majoritairement opérée par le TNFR1 in vitro (production de ROS,
dégranulation, adhésion, apoptose) avec un effet amplificateur du TNFR2 sur certaines d’entre
elles (adhésion, apoptose) [21-24]. Le conditionnement du neutrophile par le TNF pour la
phagocytose de particules opsonisées implique aussi uniguement le TNFR1 [23]. On suggére que le
TNFR2 peut réguler la disponibilité du TNF a faible dose pour sa liaison au TNFR1 [23]. Parce que
tous les types cellulaires expriment au moins un des récepteurs du TNF, cette cytokine est

considérée centrale dans la réponse immunitaire et pléiotropique par la divergence de ses effets
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biologiques. Bien qu’essentiel dans plusieurs processus homéostatiques, le TNF est associé a
plusieurs pathologies, dont les maladies inflammatoires chroniques des voies respiratoires [25], en

particulier a cause de son association a NF-kB.

IL-18 : description moléculaire et biologique

L'IL-1PB (IL-1F2) appartient a la grande famille de I'lL-1 qui inclut 11 ligands dont I'lL-1a (IL-
1F1), IL-1Ra (IL-1 receptor antagonist, IL-1F3), I'lL-18 (IL-1F4) et I'IL33 (IL-1F11) [26]. Ses récepteurs
sont aussi membres d’une superfamille, celle des immunoglobulines. Le récepteur de type | est
responsable de la transduction du signal alors que I'IL-1RIl sert de récepteur leurre (decoy)
permettant de réguler la disponibilité de I'lL-1 [26]. Comme le TNF, I'IL-1B est produit sous forme
de pro-peptide (31KDa) clivé par I'ICE (IL-1b-converting enzyme), aussi appelée caspase-1,
possédant une activité cystéine protéase générant la forme mature et bioactive d’IL-13 (17KDa).
Les mécanismes impliqués dans la sécrétion de I'lL-13 demeurent incertains toutefois on a
proposé l'implication de changements au niveau du potentiel de membrane, I'efflux d’ions
potassium et la formation de pores réversibles liés a I'activation de la cellule par les récepteurs
purinergiques [26]. Ainsi, I’ATP relachée par les cellules en situation de stress ou endommagées
permettrait I'activation de l'inflammasome (NLRP3, membre d’une sous-famille des NOD-like
receptors (NLRs)) auquel s’associe la procaspase-1 [27] (Figure 5). La production de ROS et la
libération d’enzymes granulaires pourrait également contribuer a I'activation de I'inflammasome
et donc a I'autoclivage et a I'activation de la pro-caspase-1 [27].

Comme le TNF, I'IL-1B est exprimée précocement dans la réponse inflammatoire, soit
dans la phase aigué, et agit ainsi comme principal pyrogéne endogéne, cause I'hypotension, la
perte de poids et la neutrophilie qui y sont associés. Elle induit I'expression de génes pro-
inflammatoires comme la COX-2, I'iNOS, les MMPs, les cytokines et chimiokines [26]. L'IL-1P et le
TNF ont la propriété de réguler a la hausse leur propre expression, créant ainsi des boucles de
rétroaction positives de la réponse inflammatoire, et d’augmenter |'expression de molécules
d’adhésion par les cellules endothéliales et les leucocytes, favorisant ainsi le recrutement de ces
derniers dans les tissus. L'IL-1B a aussi été impliquée dans la pathogénese de diverses maladies
inflammatoires chroniques, davantage que I'lL-1a, dont I'inflammation allergique [25, 28, 29], les

maladies autoimmunes et la propagation des cellules cancéreuses (revus dans [26]).
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Figure 5. Inflammasome et sécrétion d’'IL-1B.

Schéma représentant les mécanismes
possiblement impliqués dans I'activation de la
pro-caspase-1. 1) L’ATP active la formation de
pores membranaires (hémicanal pannexin-1) de
maniére P2X7-dépendante (efflux de K*) ce qui
permet aux agonistes extracellulaires d’entrer et
de stimuler le NLRP3. 2) la libération du contenu
lysosomal suite a la rupture du lysosome par des
particules ou des cristaux phagocytés est
détectée et mene a la formation du NLRP3, via la
Cathespin-B, par exemple. 3) Tout agoniste
suscitant la production de ROS et la formation
ROS-dépendante du complexe NLRP3.
L’assemblage des Caspase-1 méne a leur auto-
activation et a la maturation de I'lL-1p et de I'IL-
18. Tiré de Schroder et Tschopp, 2010 [27]

L’IL-8 ft en 1987 la premiére chimiokine découverte (revu dans [30]). Appelée a I'époque

NAF (Neutrophil Activating Factor), I'lL-8 s’est avérée apte a induire la relache de calcium, des

changements morphologiques, la production de ROS et la dégranulation chez les neutrophiles de

maniére PTX (Pertussis toxin/anatoxine coquelucheuse)-dépendante et comparable au fMLP [31].

La production d’IL-8 est régulée au niveau transcriptionnel par les facteurs NF-kB et AP-1, et au

niveau post-transcriptionnel (stabilisation de I’/ARNm) par le p38 MAPK [32, 33]. Plusieurs types de

cellules sécrétent I'IL-8 dont les cellules épithéliales, endothéliales, musculaires lisses et
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synoviales, les fibroblastes, kératinocytes, mastocytes, monocytes, lymphocytes T, NK,
neutrophiles, etc. [33, 34]. L'IL-8 humain est d’abord traduit sous forme de protéine précurseur de
99 acides aminés dont la séquence signal est clivée pour générer la forme mature de 77
(fibroblastes et cellules endothéliales) ou 72 aa (leucocytes) [32, 35]. L’'IL-8 peut étre tronquée
davantage au niveau NH,-terminale en fragments de 71, 70 ou 69 aa par des protéases exprimées
par les cellules sécrétant I'lL-8 ou accessoires. Les formes les plus courantes sont celles de 77, 72
et 69 aa, la premiére étant clivée rapidement in vivo pour générer le fragment de 72 aa. Les
différents homologues tronqués possedent une activité chimiotactique qui croit avec la réduction
de la taille du fragment. Les sérines protéases du neutrophile peuvent augmenter I'affinité de I'lL-8
pour leur récepteurs en apprétant sa portion N-termial [20]. A des concentrations nanomolaires et
donc physiologiques, I'lL-8 agit sous forme de monomere. Comme mentionné précédemment, I'IL-
8 se fixe a deux récepteurs avec une affinité forte et similaire, les CXCR1 (350 aa) et 2 (360 aa)[32].
Ils partagent des séquences homologues a 80%, sauf dans la portion NH,-terminale qui détermine
leur affinité pour d’autres chimiokines. Aussi, les deux récepteurs different quant a I'activation des
différentes voies de signalisation associées aux fonctions du neutrophile. Par exemple, 'activation
de la phospholipase D et de la NADPHox ainsi que la désensibilisation de récepteurs a d’autres
chimiokines (C5a et fMLP) s’effectuent principalement par le CXCR1 [32]. En plus d’activer les
neutrophiles et de contribuer a leur recrutement, I'lL-8 agit sur plusieurs autres types cellulaires.
Ainsi, I'lIL-8 recrute et active les basophiles pour la synthese d’histamine et de leucotrienes, induit
le chimiotactisme des lymphocytes directement et indirectement via la relache du contenu des
granules du neutrophile (voir la section Granulopoiése, granules et processus de dégranulation)
(revus dans [32]). L’'IL-8 possede également un pouvoir chimiotactique pour les cellules du muscle
lisse vasculaire [36] et bronchique [37], les cellules endothéliales et les fibroblastes [32],
I'impliquant de la sorte a la fois dans les processus de réponse inflammatoire aigué que dans le

remodelage tissulaire.

Toll-like Receptors (TLRs)
Les TLRs constituent une famille de 10 a 15 récepteurs (selon les espéces) dédiés a
discriminer les molécules du soi et du non-soi. Ces récepteurs ont été initialement identifiés en

étudiant la drosophile et Toll, un géne essentiel pour sa défense contre les infections fongiques



20
[38]. Subségquemment, on a identifié des homologues chez I’homme (Figure 6) [39]. Les TLRs qui
détectent les acides nucléiques se situent dans des compartiments intracellulaires (lysosomes-
endosomes). lls ne sont donc normalement pas accessibles pour la reconnaissance des acides

nucléiques de I’'h6te, a moins d’une déficience au niveau de la clairance des cellules apoptotiques.

Peptidoglycan (G+)
Lipoprotein
Lipoarabinomannan
{Mycobacteria)

LPS (Leptospira)
LPS {Porphyromaonas) LPS (G-}

GPI { Trvpanosoma cruzr) Lipoteichoic acids (G+)

Unmethylated
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Figure 6. Récepteurs Toll-like (TLRs).
Ligands des différents récepteurs Toll-like. Tiré de Medzhitov et al, 2001 [40].

Les TLRs partagent des voies de signalisation similaires entre eux, et avec le récepteur de
I'lL-1, qui menent a l'activation de facteurs de transcription ciblant la régulation de genes pro-
inflammatoires [41]. Brievement, tous les TLRs sauf le TLR3 utilisent I'adaptateur MyD88 pour la
transduction du signal. Ce dernier recrute les kinases IRAK1, IRAK4 et TRAF6 qui activent les IKKs,
permettant la dégradation des inhibiteurs du facteur de transcription Nuclear factor-kB (NF-kB),
les IkBs, et ainsi la translocation au noyau du NF-kB pour la transcription de médiateurs
inflammatoires [41] et anti-inflammatoires (IL-10, [42]). La voie de signalisation dépendante de
MyD88 meéne a l'activation de la cascade des MAPK (mitogen activated protein kinases) dont p38
MAPK, ERK et c-Jun N-terminal kinase (JNK). Une voie indépendante de MyD88 impliquant les
molécules adaptatrices TRIF et TRAM, meéene a la production des interférons de type 1, et est
initiée suivant I'activation des TLR3 et 4 seulement [41]. Elle n’est toutefois pas activée suivant la

stimulation du TLR4 chez les neutrophiles humains [43].

Récepteur des peptides formylés (FPR)
Les peptides formylés sont de puissants facteurs chimiotactiques pour les neutrophiles

humains et pour les autres cellules qui expriment leurs récepteurs. lls peuvent aussi stimuler la
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production de cytokines pro-inflammatoires et I'activation de métabolisme oxydatif (voir section
sur les neutrophiles). Ces peptides sont dérivés des mécanismes de traduction de 'ARNm propre
aux procaryotes, chloroplastes et mitochondries, pour lesquels I'acide aminé initial, la méthionine
(Met), est formylé (fMet) [44]. La formylation est reconnue par le facteur d’initiation de la
traduction chez la bactérie. Il a été démontré que I'activité chimiotactique des peptides d’origine
bactérienne est déterminée par la présence de cette fMet, et non d’'une methionine non formylée
ou d’un autre acide aminé formylé, et par une taille minimum de deux résidus [45]. Le formyl
Met-Leu-Phe (fMLP) en est le prototype. Deux types de récepteurs existent pour les peptides
formylés, le FPR et le FPR-like 1 (FPRL1) [46]. Ce sont des récepteurs couplés aux protéines G
(RCPG) sensibles a l'inhibition par I'anatoxine coquelucheuse (Figure 7). Le récepteur est
internalisé suivant sa liaison au ligand, dégradé puis de nouveaux récepteurs sont ensuite ré-
exprimés. Le FPRL1 est un récepteur de faible affinité au fMLP qui requiert de fortes doses pour
étre activé (de 'ordre du pM) [46] possiblement en modifiant sa conformation et son état [47].
Cela pourrait justifier les effets différentiels du fMLP en fonction de sa dose. Il est a noter que
plusieurs peptides non-formylés (i.e. annexin 1, produits de dégradation des protéines de phase
aigué, peptides de I'enveloppe de certains virus) sont aussi des ligands pour les FRP et FRPL1 et il
existe des ligands lipidiques pour le FPRL1 (ex. lipoxine A4)[46]. Plusieurs de ces ligands et les
peptides formylés eux-mémes ont des effets « anti-inflammatoires » et entre autres, provoquent

la désensibilisation d’autres récepteurs pour agents chimiotactiques (ex. CXCR1 et CXCR2) [48].
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Suivant I'activation du FPR, il y a dissociation de la protein Gai et activation de
plusieurs voies de signalisation, dont I’entrée de calcium et I'activaiton de la PKC. Cette
derniere effectue la désensibilisation des récepteurs de chimiokines indépendants.
CKR: chemokine receptor. DAG:, diacylglycerol. IP : inositol phosphate. MAPK: mitogen-
activated protein kinase. PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase. PIP2, phosphatidylinositol
diphosphate. PIP3: phosphatidylinositol trisphosphate. PKC: protein kinase C. PLA:
phospholipase A. PLC: phospholipase C. PLD: phospholipase D. RAC, Rac guanine
triphosphatase family. SRC: Src-like tyrosine kinases. Tiré de Le et al, 2002 [46]

Cellules épithéliales

En plus de leur fonction de barriere physique, les cellules épithéliales sécretent de
nombreux médiateurs de I'inflammation et contribuent a réguler le trafic cellulaire pulmonaire.
Les cellules épithéliales de type Il et les cellules de Clara sont responsables de la production des
protéines de surfactant hydrophiles SP-A et SP-D, aussi appelées collectines [49], qui agissent
comme opsonines des microorganismes et des cellules apoptotiques [50, 51] et contribuent a
réguler le niveau d’activation des cellules inflammatoires [51]. Les cellules épithéliales produisent
du peroxyde d’hydrogéne via l'expression de la Duox [52] et, en association avec la

lactoperoxydase sécrétée a forte concentration dans les voies respiratoires, forment des
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métabolites oxydés constituant un mécanisme de défense antibactérien important [53]. Elles
sécretent aussi des B-défensines, la lactoferrine, des interférons de type | et Ill et produisent le
NO, qui sont aussi des acteurs importants dans la défense antibactérienne et anti-virale [14]. Les
cellules épithéliales possedent plusieurs récepteurs de I'immunité innée dont les TLR1 a 10 [14],
NOD 1 et 2 [54] et les récepteurs aux B-glucanes (dectin-1) [55]. La localisation des TLRs peut étre
apical (TLR2) ou baslotérale (TLR4 et TLR5) [56]. Leur stimulation entraine la production d’une
variété de cytokines pro-inflammatoires, de chimiokines et de facteurs de croissance permettant
de réguler la réponse inflammatoire [57] et la relache de plusieurs types de métalloprotéinases

(MMP-1, 8,9, 10 et 13) [58].

Notons qu’en plus de leur fonction de premiére ligne, les cellules épithéliales jouent un role
important dans le recrutement et la maturation des cellules dendritiques immatures via leur
expression de multiple chimiokines de type CC, du TSLP (Thymic stromal lymphopoietin) [55] ainsi
que de facteurs de croissance (ex. GM-CSF) [59] (Figure 8). De plus, les cytokines pro-
inflammatoires TNF et IL-1B ont pour effet de briser la tolérance immunologique en activant les
cellules dendritiques et en favorisant la production synergique des chimiokines et facteurs de
croissance par les cellules épithéliales (voir section cellules dendritiques) [60]. De cette maniere,

les cellules épithéliales permettent d’établir un pont entre la réponse innée et acquise.
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Figure 8. Activation et recrutement des cellules dendritiques par les cellules épithéliales.
Tiré de Varmaelen et al, 2005 [61]

Macrophages

Les macrophages pulmonaires sont en intime association avec la surface épithéliale chez
I'homme. lls sont présents dans les voies respiratoires, sur ou sous I'épithélium; dans le tissu
interstitiel alvéolaire (macrophages interstitiels); sur la surface alvéolaire (macrophages
alvéolaires) et aux niveaux intravasculaire et pleural [2, 62]. Les macrophages alvéolaires se situent
a la jonction des septums alvéolaires mais ne sont pas présents librement dans I'espace alvéolaire
(discuté dans [63]). Cet état est en fait un artéfact de fixation des poumons qui déloge les
macrophages de leur position réelle [64]. Les macrophages alvéolaires possedent des phénotypes
hétérogenes, tant par leur taille, leur densité que par leur expression d’antigenes de surface [62].
Ils phagocytent les particules qui se déposent sur la surface alvéolaire a I'intérieur de 24h. De plus,
ils engouffrent les phagocytes qui ont capturé des particules, comme les neutrophiles recrutés

dans I'espace alvéolaire ou alors d’autres macrophages [62]. lls ont également la capacité de
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présenter I'antigene aux lymphocytes, toutefois avec une efficacité inférieure a celle des cellules
dendritiques [65]. Les macrophages sont une source importante de cytokines et de chimiokines
[66]. Lingestion de particules et I'activation des macrophages résultent en la production de
chimiokines de type CXC ELR" et ainsi, au recrutement de neutrophiles dans I'espace alvéolaire. La
réponse inflammatoire implique aussi le recrutement de macrophages interstitiels et de
monocytes sanguins dans les alvéoles ou les voies respiratoires. En général, le nombre de
phagocytes recruté est exagéré par rapport aux nombre de particules déposées afin d’assurer leur
clairance. Néanmoins, le poumon est un organe dit « immunosuppressif », c’est-a-dire que la
réponse inflammatoire et immunitaire est étroitement régulée afin de préserver l'intégrité du
tissu, essentielle a la survie de I’h6te. En ce sens, on a montré que les macrophages alvéolaires
(MAs) ont un effet inhibiteur sur le développement d’une réponse immunitaire [67] et plus
particulierement, sur le recrutement des cellules dendritiques vers les poumons chez les modeéles
expérimentaux. Les macrophages ont pour ainsi dire un effet tampon sur I'activation de Ia
réponse immunitaire. Chez I'homme et la souris, les macrophages interstitiels seraient

particulierement impliqués dans ce phénomeéne, par opposition aux MAs [65, 68].

L’environnement pulmonaire est donc spécialisé dans la reconnaissance et I’élimination des

intrus sans causer d’inflammation excessive. Ainsi, le type d’activation qui caractérise les

macrophages pulmonaires est alternatif (AAMQ, alternatively activated macrophages) ou
cicatriciel (wound-healing macrophages), par opposition a I'activation classique des macrophages
(CAMs, classically activated macrophages) [66, 69] (Figure 9). Le microenvironnement pulmonaire
contribuerait a ce type d’activation [70, 71]. Un exemple de réponse immunitaire spécifique aux
poumons et a la présence de AAM@ est I'infection par mycobacterium tuberculsis [69]. Les AAMd
ne sont pas efficaces pour combattre les infections, particulierement par cette bactérie. De plus,
en produisant I'IL-10, ils retardent l'activation et la migration des cellules dendritiques, le
recrutement des cellules Th1 et I'activation classique des macrophages par le TNF et I'INFy et de ce
fait, la clairance du pathogene. Il en résulte un nombre élevé de AAM@o infectés qui forment des
granulomes isolés des macrophages classiques et des cellules Thl [69]. Bien que I'activation des
macrophages soit catégorisée en CAM¢, AAM¢ et Md régulateurs, il est a noter que ces
polarisations sont plastiques et non exclusives, c’est-a-dire que les macrophages peuvent changer

leur phénotype et partager les caractéristiques de deux types d’activation [66].
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Tiré de Mosser et al, 2008 [66]

Cellules métachromatiques : mastocytes et basophiles

Les mastocytes sont postés tout au long du poumon dans le tissu interstitiel des voies
respiratoires, des alvéoles, de la plévre et des lobes pulmonaires, prés des petits vaisseaux et des
veinules post-capillaires, ou ils guettent les microorganismes [2]. Ces sites changent en fonctions
de l'espéce (Figure 10) [72]. Les mastocytes possedent des granules dont le contenu est
majoritairement composé de protéases neutres préformées et liées a I’héparine, soit la tryptase et
la chymase [73]. Leur réponse est rapide (secondes a minutes) suivant la reconnaissance d’un
pathogene via les TLRs, des IgEs et IgGs spécifiques (FCyRI, FcyRIl) ou indirectement par la
stimulation avec la substance P, la neurotensine, I’endothéline-1 ou le C5a [74]. La dimérisation
des récepteurs aux IgEs ou IgGs par des antigenes multimériques est nécessaire afin de provoquer
la dégranulation et la reldche d’histamine de protéases et de VEGF par les mastocytes. lls
synthétisent aussi des médiateurs lipidiques (PGD,, LTC,) et des cytokines (IL-1, TNF). Ces produits

permettent d’augmenter le débit circulatoire et la perméabilité vasculaire, le recrutement des
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neutrophiles et la contraction du muscle lisse bronchique [5, 73]. L'inflammation locale et
I’'accumulation de fluide causée par I'activation des mastocytes peuvent compromettre la fonction

pulmonaire.

Le role préjudiciable des mastocytes et de leur activation systémique dans la réponse
anaphylactique est bien connu [73]. Ainsi, la réponse des mastocytes se caractérise par deux
phases, aigué et tardive, la premiere étant caractérisée par la dégranulation de particules
préformées, et la seconde par la synthese de novo de médiateurs (cytokines, éicosanoides). Bien
gue les mastocytes soient souvent associés a une réponse immunitaire de type Th2, ils peuvent
produire I'lL-12 dans certaines conditions et aussi contribuer au recrutement de lymphocytes
cytotoxiques suivant leur activation par des agonistes des TLR3. Leur production d’IL-10 et
d’autres médiateurs anti-inflammatoires leur conférent également un role dans la résolution de
I'inflammation [73]. Les mastocytes assurent d’autre part le controle et I'élimination des parasites
en recrutant les cellules immunitaires appropriées, en régulant la perméabilité de la paroi
intestinale, la production de mucus et I'expulsion des parasites par la contraction musculaire
spasmodique [73].

Primates

Mouse Ruminants

Figure 10. Localisation des mastocytes pulmonaires : comparaisons inter-espéces.

Les enzymes tryptase et chymase du mastocytes sont des sérines protéases neutres qui possedent une
activité similaire a la trypsine ou a la chymotrypsine, respectivement [72]. Chez I'homme, les mastocytes
pulmonaires expriment tous la tryptase (MC;) mais I'expression de la chymase (MCyc) n’est pas ubiquitaire :
celle-ci est principalement exprimée par les mastocytes situés pres des glandes (73%) et dans le muscle lisse
(15%) [72, 74]. Les MC; se situent dans I'épithélium de I'arbre bronchique et dans le tissu interstitiel
alvéolaire proximal et périphérique [74]. Une augmentation de la présence de Myc est observable dans la
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périphérie des voies respiratoires chez des patients asthmatiques [75]. Figure tirée de Miller, H.R. and
Pemberton, A.D., 2002 [72]. Chez le cheval, il a été démontré que les mastocytes sont présents sur tout
I'arbre bronchique, bien que la fréquence de leur détection soit variable au niveau de la trachée (revu dans
[76]). Tous les mastocytes pulmonaires équins n’expriment pas la tryptase [77], contrairement a I’lhomme. Il
existe une prépondérance de mastocytes chymase+ (MCc) dans la paroie des bronches et bronchioles
(lamina propria et épithélium) alors que les MC; dominent autour des vaisseaux sanguins. Les chevaux
atteints de souffle ont plus de MC¢ [77] et de MC; intra-épithéliaux [78] bronchiques et bronchiolaires par
rapport aux chevaux normaux.

Les basophiles sont pour leur part des cellules circulantes matures et recrutées aux sites de
la réponse immunologique ou inflammatoire (revu dans [79]). Comme les mastocytes, ils
représentent une source importante d’histamine et sont activés par la liaison des IgEs et
I'agrégation de leurs récepteurs FceRl. Leur profil de médiateurs inflammatoires est similaire a
celui des mastocytes, excepté que leurs protéases neutres possedent une activité similaire a la
bradykinine et se lient au sulfate de chondroitine. lls expriment en plus I'élastase et une enzyme
similaire a la cathepsine G et sécretent moins de médiateurs lipidiques et de cytokines par rapport
aux mastocytes (LTC,, IL-4 et IL-13, principalement). Avec les mastocytes, les basophiles sont
impliqués dans la réponse de type Th2. On a rapporté une augmentation du nombre de basophiles
dans les voies respiratoires des patients asthmatiques par rapport aux individus normaux lors de
I’exacerbation des symptomes et de I'inhalation d’un allergéne (revus dans [80]). Les basophiles
sont aussi les principales cellules métachromatiques présentes dans |’expectoration induite chez

les patients asthmatiques atopiques et pourraient jouer un réle dans la phase tardive de la

réponse allergique chez ces patients [80].



29

Neutrophiles

Les neutrophiles sont produits en grande quantité a partir des cellules souches myéloides de
la moelle osseuse a raison de 10" quotidiennement chez 'humain [11]. Une des fonctions
principales du neutrophile est de migrer vers les tissus infectés afin d'éliminer les agents
pathogenes envahisseurs par phagocytose et par la relache de produits antimicrobiens. Dans ces
conditions, la production et la relache de neutrophiles dans le sang périphérique peuvent étre
augmentées jusqu’a 10 fois, via I'expression de facteurs de croissance comme le G-CSF. Il existe 3
états du neutrophiles dans le sang périphérique, soient 1) au repos (inactif, resting); 2)
conditionné (primed) ou 3) activé [81]. Les facteurs de croissance exprimés en situation de
réponse inflammatoire conditionnent les neutrophiles a répondre a certaines chimiokines
exprimées par I'endothélium activé au site de l'inflammation. Lors d’une inflammation, le
programme de mort cellulaire des neutrophiles qui limite leur demi-vie en circulation est inhibé
afin de permettre aux neutrophiles de mener a terme leurs fonctions [82]. En plus de leur réle
plus traditionnel de phagocytes professionnels, les neutrophiles contribuent a réguler la réponse
immunitaire et constituent un pont entre la réponse immunitaire innée et acquise. En effet,
plusieurs des molécules contenues dans leurs granules ou produites de novo (cytokines et
chimiokines), leur métabolisme oxydatif, et méme leur mort permettent aux neutrophiles de
diriger la réponse immunitaire. Ainsi, I'activation excessive ou aberrante des neutrophiles
contribue au dommage tissulaire associé aux maladies inflammatoires chroniques qu’elles soient
traumatiques, autoimmunes ou allergiques. Certaines des fonctions des neutrophiles étudiées
dans le cadre de cette these seront décrites plus en détails dans cette section (exclues:
phagocytose, métabolisme oxydatif, production de leucotrienes). Lorsqu’observables, certaines

des caractéristiques spécifiques aux neutrophiles équins seront décrites.

Granulopoiése, granules et processus de dégranulation

La granulopoiése est un processus continuel permettant la génération d’un grand nombre
de neutrophiles matures a partir d’'un nombre relativement faible de cellules souches
hématopoiétiques. Le précurseur commun de la lignée myéloide est le myéloblaste, lui-méme
dérivé d’une cellule souche progénitrice pluripotente commune a tous les leucocytes (Figure 11).

Les étapes de différentiation successives sont le promyélocyte, le myélocyte, métamyélocyte, le
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neutrophile immature non-segmenté (band cells) et le neutrophile segmenté [83]. Elles sont
identifiables chez le neutrophile humain par des changements au niveau de l'expression de
molécules de surface [84] et de la synthese des différents types de granules (Figure 11, Tableau Il).
Les granules azurophiles, ou primaires, riches en myélopéroxydase (MPO) sont les premieres a
apparaitre au stade promyélocyte par bourgeonnement et fusion de vésicules immatures a partir
du Golgi [85]. Ces granules réagissent positivement avec le colorant basique azyre A, d’ou leur
appellation. Les granules formées ultérieurement sont peroxydase-négatives et subdivisées en
granules secondaires (ou « spécifiques ») et tertiaires (ou « gélatinase »). Les granules spécifiques
sont formées au stade myélocytes et métamyélocytes et ont une haute teneur en lactoferrine. Les
granules tertiaires sont caractérisées par leur contenu élevé en gélatinase [85]. Ces étapes de
différentiation sont régulées par une variété de facteurs de transcriptions (ex. LEF-1, RUNX, PU.1,

C/EBP-a) et diverses cytokines (ex. G-CSF, GM-CSF, IL-3) [83, 85].
Figure 11. Granulopoiéese chez le neutrophile.
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La dégranulation du neutrophile s’opere tout au long de son parcours vers le site
inflammatoire. D’abord, en réponse aux cytokines exprimées par les cellules endothéliales, il y a
exocytose des granules spécifiques des neutrophiles permettant I'exposition des intégrines au
niveau de la membrane (adhésion ferme), mais aussi de plusieurs autres récepteurs tel FPR, le CR1
(complement receptor 1), le CD14 (LPS/lipoteichoic acid-receptor), le Fcylll [85] qui leur
permettront de reconnaitre et de phagocyter ultérieurement les microorganismes a 'origine de la

réponse inflammatoire (Tableau Il). La dégranulation des granules spécifiques correspond dans le
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temps avec le clivage des L-sélectines par des métalloprotéinases membranaires [86]. Chaque
type de granule possede une sensibilité propre a I’exocytose. Les granules formées précocement

requiérent un stimulus plus puissant, tant in vitro qu’in vivo [85].

Tableau Il. Protéines membranaires et solubles des granules du neutrophile

Azurophil granules

Specific granules

Gelatinase granules

Secretory vesicles

Membrane
CDa3 CD11b/CD18 CD11b/CD18 Alkaline phosphatase
CDas CD13 Cytochrome b, CDI10
Presenilin 1 CDoe Diacylglycerol deacetylating enzyme CD11b/CD18
Stomatin CDe7 fMLP-R CDI13
V-type H™ATPase Cytochrome b, Leukolysin CDl14
fMLP-R NRAMP-1 CDI1s
Fibronectin-R SCAMP CD45
G-protein,-subunit SNAP-23,-25 CR1
Laminin-R uPA-R Clg-R
Leukolysin VAMP-2 Cytochrome b5,
NB1 antigen V-type H-ATPase Decay-accelerating factor (DAF)
19-kDa protein MLP-R
155-kDa protein Leukolysin
Rapl, Rap2? VAMP-2
SCAMP V-type H*-ATPase
SNAP-23,-25
Stomatin

Thrombospondin-R
TNF-R

uPA-R
YAMP-2
Vitronectin- R
Matrix
Acid -glycerophosphatase [B.-Microglobulin Acetyltrans ferase Plasma proteins
Acid mucopolysaccharide Collagenase B.-Microglobulin
o,-Antitrypsin CRISP-3 (SGP-28) CRISP-3
o-Mannosidase Gelatinase Gelatinase
Azurocidin hCAP-18 Lysozyme
BPI Histaminase
[-Glycerophosphatase Heparanase
B-Glucuronidase Lactoferrin
Cathepsins Lysozyme
Defensins NGAL
Elastase uPA
Lysozyme Sialidase
MPO Transcobalamin-I
N-acety |- p-glucosaminidase
Proteinase-3
Sialidase

Ubiquitin-protein

R, receptor: CRISP, cystein-rich secretory protein; SGP-28. specific granule protein of 28 kDa; uPA, urokinase- type plasminogen activator. Other abbreviations

as explained in text.

Tiré de Faurschou et Borregaard, 2003 [85]

Les neutrophiles possédent dans leurs granules une variété de médiateurs aux propriétés

antibactériennes et cytotoxiques. Les granules tertiaires, plus facilement soumises a I'exocytose,
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contiennent principalement des enzymes qui permettent la dégradation de la matrice
extracellulaire et des récepteurs membranaires impliqués dans I'extravasation et la migration. Les
granules secondaires, par leur contenu, participent d’avantage a I'activité antimicrobienne, bien
gu’elles partagent plusieurs protéines avec les granules tertiaires puisqu’elles sont transcrites et
stockées continuellement entre les étapes myélocytes a neutrophiles segmentés [85]. Citons
parmi les enzymes de dégradation de la matrice les métalloprotéinases (MMP)-2 et 8 (gélatinase A
et B) et MMP-9 (collagénase). Elles sont stockées sous forme d’un précurseur inactif et activées
par clivage protéolytique suivant leur exocytose. Ces MMPs contribuent a la destruction et au
remodelage tissulaire (dont l'angiogénése [87]) lors d’inflammation chronique ainsi qu’a la
régulation du recrutement de cellules inflammatoires, incluant les neutrophiles. Elles générent des
produits de clivage de la matrice ayant des propriétés chimiotactiques via les récepteurs CXCR1 et
2 [88] ou encore en clivant diverses chimiokines au niveau N ou COOH-terminal [89]. Les MMPs
peuvent également contribuer au clivage de protéines ou de récepteurs membranaires [86, 90]. Le
déséquilibre entre la relache de MMPs et de leurs inhibiteurs (TIMPs, Tissue Inhibitors of
Metalloproteases) est considéré comme un facteur déterminant dans plusieurs maladies
inflammatoires pulmonaires dont I’ALIl (acute lung injury), I'asthme et lors de fibrose pulmonaire
pathologique [85]. Autrement, certains constituants des granules des neutrophiles ont des effets
antimicrobiens en altérant la membrane bactérienne (a-défensines, BPI, hCAP-18, lactoferrine,
lysozyme), d’autres en interférant avec le métabolisme fer-dépendant de certains
microorganismes (NGAL, lactoferrine, Nrampl) ou en générant des réactifs toxiques dérivés de
I’oxygene via le cytochrome bssg (constituant de la NADPHox) et la MPO, qui convertit le peroxyde
(H,0,) en acide hypochloreux (HOCI) et génere d’autres produits de chloration, radicaux tyrosyles
et intermédiaires du nitrogéne s’attaquant aux membranes cellulaires. Certaines des enzymes
granulaires du neutrophiles ont en elles-mémes des propriétés chimiotactiques et activatrices
pour les neutrophiles, les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes CD4+ et CD8+,
amplifiant la réponse inflammatoire et constituant de la sorte un pont entre I'immunité innée et
adaptative [85]. Particulierement, les alpha-défensines et cathelicidines des neutrophiles peuvent
recruter et activer les cellules dendritiques en plus de promouvoir la production de cytokines pro-

inflammatoires par les cellules épithéliales [91]. Ces peptides peuvent se lier a la fibrine et au
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plasminogene, inhiber la fibrinolyse et ainsi mener a la déposition de fibrine [92]. Ce phénomene
peut contribuer a la fibrose des tissus en situation d’inflammation chronique [93].

Les sérines protéases des granules azurophiles du neutrophile, la protéinase-3, la
cathepsine G et ['élastase, sont reconnues pour agir non seulement comme enzymes
antibactériennes et de dégradation de la matrice mais aussi comme immunomodulateurs (revus
dans [20]). Elles agissent au niveau des membranes bactériennes soit en clivant les facteurs de
virulence ou en causant leur dépolarisation et leur rupture. Au niveau extracellulaire, les sérines
protéases s’associent a la chromatine sous forme de NETs (neutrophil extracellular traps) expulsés
suivant leur simulation [94]. Une forte proportion de ces enzymes demeure ancrée dans la
membrane plasmique a la surface des neutrophiles suivant I'exocytose des granules azurophiles
[20]. Sous cette forme active, protégée de I'effet des inhibiteurs endogénes (a-1 antitrypsin, elafin
et anti-chymotrypsin), elles contribuent a réguler 'activité de chimiokines, de cytokines et de
récepteurs. Enfin, les sérines protéases peuvent également activer certains récepteurs comme les

B2 intégrines, le TLR4 et les récepteurs PAR2 (proteinase-activated receptor 2) (revus dans [20]).

Recrutement

Roulement, adhésion ferme, transmigration et molécules impliquées.

Les neutrophiles agissent comme des cellules sentinelles. lls roulent sur les parois
endothéliales et détectent les changements moléculaires associés a I'inflammation. Le roulement
est un processus de marginalisation normal, en particulier au niveau de la vascularisation
pulmonaire [95]. Seulement lors d’un dommage ou d’une infection, I'activation des cellules
endothéliales des veinules post-capillaires permettra aux neutrophiles d’y adhérer pour ensuite
migrer vers les tissus.

Le roulement résulte d'un attachement réversible du neutrophile aux cellules
endothéliales. Il requiert des interactions entre des molécules d'adhésion exprimées a la surface
de ces deux types cellulaires soient les L-sélectines du neutrophile et les différents ligands des
cellules endothéliales constitués de protéines fucosylées incluant le CD34 et GlyCAM-1[95-97]. Il
est possible d’inhiber le roulement des neutrophiles a I'aide d’anticorps bloquant les L-sélectines.
Les neutrophiles fraichement relachés de la moelle osseuse expriment des taux élevés de L-

sélectine, qui au fil du temps sont naturellement clivées [95]. Dans les premiéres minutes suivant
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sa stimulation, la cellule endothéliale exprime la P-sélectine, une molécule stockée dans ses
granules, qui se lie au PGSL-1 (CD162), une autre molécule d'adhésion constitutivement exprimée
par les neutrophiles. Cette interaction, plus forte que l'interaction initiale entre les L-sélectines et
ses ligands constitutifs endothéliaux, a pour effet de diminuer la vélocité du roulement des
neutrophiles. L'E-sélectine est ensuite transcrite et exprimée par la cellule endothéliale et permet
d’entretenir cette interaction. En présence de signaux appropriés, il y a une redistribution rapide
des molécules de PGSL-1 au niveau de 'uropode du neutrophile (Figure 12 et Figure 13). Cette

étape signale la transition du roulement a I'adhésion [95].
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Figure 12. Molécules d’adhésion et transmigration.

Séquence des interactions entre les molécules d’adhésion du neutrophile et de la
cellule endothéliale lors du roulement et de I'adhésion ferme. Tiré de Wagner et
al, 2000 [95]
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Figure 13. Morphologie polarisée du neutrophile activé

Distribution des molécules de structure et de signalisation dans le cytoplasme et
la membrane. Modifié de Faurschou et Borregaard, 2003 [85].

L'adhésion ferme s’effectue grace a la présence de chimiokines, particulierement I'lL-8, qui
est internalisé au niveau abluminal par les cellules endothéliales, puis transcytosé vers le pole
luminal [81]. L’IL-8 est présenté sur les projections membranaires que forme la membrane
cytoplasmique de la cellule endothéliale. Les CXCR2 et E-sélectines exprimés par les neutrophiles
et cellules endothéliales respectivement, interviennent de maniere coopérative pour I'adhésion
ferme des neutrophiles sur la paroi endothéliale (arrét du roulement) et l'initiation du processus
de transmigration. Il y a alors un changement phénotypique du neutrophile associé a son
activation, se traduisant par des modifications au niveau de I'expression de ses récepteurs et de
molécules d’adhésion, particulierement les intégrines [95, 98]. Les intégrines principalement
impliquées dans I'adhésion ferme du neutrophile sont formées du complexe CD11b/CD18 (aussi
Mac-1, CR3; Figure 12). Il s’agit de glycoprotéines transmembranaires possédant une portion
extracellulaire formée des sous-unités ay et B,, constituant le site de liaison extracellulaire. La
portion intracellulaire est munie de sites de phosphorylation et de liaison aux protéines
signalétiques du cytosquelette [95]. Les intégrines sont stockées au niveau des granules du
neutrophile et exprimées a sa surface suivant sa stimulation avec une variété d’agonistes (ex. C5a,

I'IL-8, GM-CSF, fMLP, LPS, facteur de venin de cobra), mais pas tous (ex. IL-3, IL-5) [98, 99]. On
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peut tout de méme considérer que la régulation a la hausse des intégrines est une réponse
d’activation stéréotypée du neutrophile. La phosphoinositide 3-phosphate (P13)-kinase y permet la
phosphorylation de protéines associées a I'actine et responsables de I'adhésion CD18-dépendante
des neutrophiles a I'endothélium [81, 95]. Les intégrines se lient a 'ICAM-1 (Intercellular Adhesion
Molecule 1), molécule d’adhésion membre de la superfamille des immunoglobulines (lg), exprimée
par les cellules endothéliales activées par des cytokines pro-inflammatoires. D’autres molécules
exprimées par les neutrophiles, les LECAM-1 (lymphocyte peripheral lymph node homing receptor-
1) permettent leur adhésion CD18-indépendante a I'endothélium, qui exprime le ligand ELAM-1
(endothelial leukocyte adhesion molecule-1) [100].

La transmigration, aussi appelée diapédése, est initiée lorsque les neutrophiles traversent
a la maniere d’amiboides la barriére endothéliale. Ce processus implique des interactions
homophiles séquentielles entre les PECAM-1, également membres de la superfamille des Igs [101],
exprimées constitutivement par le neutrophile et la cellule endothéliale, particulierement aux
jonctions intercellulaires (transmigration paracellulaire). Plus récemment, d’autres molécules
d’adhésion impliquées dans la transmigration des neutrophiles ont été identifiées telles JAM-A
(interaction homophile), JAM-C (hétérophile avec CD11b/CD18b) et ESAM (homophile) [102, 103].
Il est a noter que la migration transendothéliale peut s’effectuer par voie transcellulaire, processus
par lequel la cellule endothéliale forme des projections cytoplasmiques recouverte de molécules
d’adhésion symétriquement autour du neutrophile qui initient la migration du neutrophile a
travers la cellule endothéliale [104]. La transmigration implique la protéolyse du tissus conjonctif
de la lamina basale et réunie plusieurs composantes de la matrice extracellulaire (collagene type
IV, laminine, fibronectine et glycosaminoglycan). Le passage des neutrophiles a travers la
membrane basale permet, dans certaines circonstances, le passage subséquent d’autres cellules
inflammatoires, comme les éosinophiles [105]. Ce phénomene est dépendant des MMP-9 qui
dévoilent des sites de liaison pour les intégrines et les chimiokines par clivage des protéines de la
matrice extracellulaire. Les cellules épithéliales, pour leur part, représentent une source
abondante de chimiokines pour les neutrophiles. Leur niveau d’activation est donc déterminant
pour diriger la migration des leucocytes vers le site d’infection/lésion. Ces cellules expriment

également des molécules d’adhésion intercellulaires comme ICAM-1 qui permettent le passage
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des leucocytes vers la lumiére des voies aériennes. Les neutrophiles adherent de maniere CD18-

dépendante aux cellules épithéliales [99].

Mécanismes de migration du neutrophile : changements morphologiques, chimiokines et autres agonistes

Les neutrophiles peuvent se déplacer rapidement, soit jusqu’a une vélocité de 20 um/min
[106]. Peu aprés (secondes) avoir été mis en présence d’agents chimiotactiques, des plissements
se forment tout autour du corps cellulaire des neutrophiles ou se polymérise I'actine. Quelques
minutes plus tard, il y a formation d’'une queue contractile appelée uropode, a I'arriere de la
cellule, conduisant au développement d’une morphologie polarisée [106]. Le lamellipode est
formé a l'avant de la cellule, riche en F-actine. Au moment de la migration, il y a une
réorganisation constante de |'actine polymérisée en association avec le cytosquelette, dépendante
ou non de I'adhérence du neutrophile aux substrats du milieu via les intégrines (Figure 13).

Deux formes de migration sont principalement décrites: la chémocinétique et la
chimiotaxie. La chémocinétique implique un mouvement global aléatoire de la cellule en présence
de concentrations uniformes de facteurs chimiotactiques tandis que la chimiotaxie sera orientée
(ou directionnelle) dans un gradient de chimiokines [107]. Durant la chimiotaxie, les forces
générées sont supérieures a celles impliquées en chémocinétique et la direction est maintenue
tant que la position de la source reste inchangée.

Les agonistes responsables de la migration des neutrophiles incluent les chimiokines (des
cytokines ayant des propriétés chimiotactiques), les peptides formylés d’origine bactérienne, la
sphingosine-1-phosphate [108], le LTB,, et les anaphylatoxines du complément (C3a, C5a). lls
signalent généralement via le méme type de récepteur possédant sept domaines hélicoidaux
transmembranaires et couplé a des protéines liées au guanosine triphosphate (GTP), appelés
récepteurs hétérotrimériques couplés aux protéines G (RCPG, Figure 14A). Les protéines G
représentent un complexe formé des protéines Ga, GP et Gy (Figure 14B). Dans sa forme inactive,
le complexe est lié au guanosine diphosphate (GDP) et une fois activée (lié au GTP), la sous-unité
Ga se dissocie. Autant Ga que Gy participent aux voies de signalisation subséquentes. Celles-ci
incluent l'activation de la phosphoinositide-3-kinase (PI3K)-y et la génération localisée de

phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (Ptdins(3,4,5)P3) sur la surface interne de la membrane
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plasmique, particulierement au front de la cellule, ou il participe a la réticulation des filaments de
F-actine et a la polarisation de la cellule par la création d’un gradient interne (Figure 13) [106].

Les quelques 50 chimiokines décrites sont constituées de 67—127 acides aminés et sont
particulierement homologues au niveau de leur structure. Elles sont caractérisées par la présence
de résidus cystéines localisés dans la partie N-terminale de la protéine [89, 109, 110]. Elles sont
catégorisées par sous-groupes en fonction du nombre de cystéines qu’elles possedent, séparées
ou non par d’autres acides aminés (X) : C, CC, CXC, and CX3C (Figure 15). La présence des trois
acides aminés glutamate, leucine et arginine, précédant la premiére cystéine des chimiokines CXC,
appelé motif ELR+, détermine une certaine spécificité pour le recrutement des neutrophiles.

Les radeaux lipidiques sont de petits microdomaines membranaires (~50nm) riches en
cholestérol et en sphingolipides, ayant le pouvoir de recruter certaines molécules de signalisation
situées au niveau des membranes cellulaires. lls servent a organiser le développement de la
polarité cellulaire et la migration en localisant les enzymes et les canaux calciques aux endroits
déterminants dans la cellule. Ainsi, la déplétion du neutrophile en cholestérol prévient la

polymérisation de I’actine et 'accumulation de Rac dans le lamellipode [106, 111].

chemoattraciant Figure 14. Récepteurs hétéro-
A se\ran-transrnernb:anedomain receptors/ trimeriques couples aux proteines
heterofrimeric Gi proteins G
A. Voies de signalisation en aval
""‘m\ des RCPGs. Tiré de Faurschou et
T~ Borregaard, 2003 [85].
Rho family proteins phospholipase C Pl 3-kinase y MAP kinases Tyrosine kinases
(Rho, Rac, Cdc42) v . (P3BMAPK (Src family, Syk,
PIP, P42/44MAPK)  PYK2)

/ N\ .

IP, diacylglycerol PIP,—»PIP,

v ¥
(A) T calgium PKC




39

B Figure 14 (suite)

B. Role et voies de signalisations en
aval des différentes protéines G,
associées aux RCPGs. Tiré de Viola et
al, 2008 [110].
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Comme mentionné précédemment, les neutrophiles sont recrutés spécifiquement par les
chimiokines CXC ELR+ (CXCL1, 2, 3, 4, 5, 7 et 8). lIs expriment fortement et de maniére homogéne
le CXCR1 et le CXCR2 qui possedent différents niveaux d’affinité et de sensibilité aux chimiokines
[110]. Le CXCR1 est spécifique a I'lL-8 et au CXCL6 tandis que le CXCR2 se lie également a I'IL-8
avec une forte affinité mais aussi aux CXCL1, CXCL2 et CXCL5 avec une plus faible affinité. Ces
chimiokines sont exprimées de maniére redondante lors du processus inflammatoire [112].
L'expression membranaire du CXCR1 et 2 sur les neutrophiles est régulée par la liaison du ligand

qui provoque la désensibilisation et l'internalisation transitoire des récepteurs [32, 113]. Des
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inhibiteurs des CXCR1 et 2 ont été développés pour contrer la migration des neutrophiles
impliqguée dans diverses pathologies. Des anticorps monoclonaux (spécifique a I'espéce), des
bloqueurs allostériques non-compétitifs (modification du site de liaison du ligand) et des
compétiteurs antagonistes de faible poids moléculaire de I'IL-8 (famille des diarylurées, ex.
SB225002 et SB265610; CXCL8 (3—73) K11R/G31P [112]) ont montré leur efficacité tant in vitro

qu’in vivo (revus dans [114]).

Expression par les neutrophiles de récepteurs associés a la réponse immunitaire innée

Des études rapportent que les neutrophiles humains expriment les TLR1 a 10 sauf le TLR3
[115, 116]. On a montré qu’ils répondent a une stimulation avec leurs agonistes respectifs par des
changements morphologiques, I'expression d’IL-8 (ARNm et protéine), le conditionnement pour la
production de réactif de I'oxygéne (TLR1/2, 5, 6, 7/8) et la phagocytose ainsi que par le clivage des
L-sélectines [116]. Les neutrophiles expriment des niveaux similaires de TLR2, 4 et 9 par rapport
aux monocytes [117]. Toutefois, la stimulation des neutrophiles par le CpG, un agoniste du TLR9,
requiert un conditionnement préalable afin de générer des changements fonctionnels chez les
neutrophiles [116]. L'expression des TLRs par les neutrophiles est régulée par les facteurs de

croissance de la lignée myéloide tels C-CSF et GM-CSF ainsi que par I'INFy [117].

Les neutrophiles humains expriment fortement les deux types de récepteurs pour les
peptides formylés, le FPR et le FPR-like 1 (FPRL1) [46]. La liaison du fMLP aux neutrophiles génére
de multiples signaux intracellulaires (Figure 7) [46-48]. S’en suit |'activation des fonctions du
neutrophile soient I'adhésion, la migration, la production d’anion superoxyde (O,") et I'exocytose
des granules. Le fMLP augmente aussi la transcription de genes pro-inflammatoires par les
neutrophiles [118]. Les récepteurs se trouvent préformés dans les granules du neutrophile
(Tableau 1l) [47]. Les faibles doses induisent seulement la migration du neutrophile alors que de
fortes doses induisent I'activation du métabolisme oxydatif et une forte génération de calcium et
d’AMPc intracellulaire. A forte dose (10°M), le fMLP a des effets “anti-inflammatoires” in vitro et
par exemple, inhibe la relache de TNF par les neutrophiles stimulés avec du LPS ou diminue

I’expression des récepteurs de la portion Fc des IgGs [118].
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Particularité du neutrophile équin

Les neutrophiles équins au repos expriment de faible taux du récepteur a haute affinité
pour les peptides formylés a sa surface (FPR, ~ 660 par cellule versus 2100 haute-affinité et 36000
faible-affinité chez le neutrophile humain) [119]. Leur conditionnement préalable (ex. LPS a 0.01-
1pg/mL) est nécessaire pour induire des réponses fonctionnelles au fMLP, telles la production de
ROS et l'adoption d’une polarité cellulaire, en parallele avec I'augmentation du nombre de
récepteurs exprimés (2.5 fois). Toutefois, le fMLP demeure inapte a induire le chimiotactisme des
neutrophiles équins. Ces derniers migrent en contre partie efficacement dans un gradient d’IL-8,
PAF et LTB,4 [120] et sont sensibles a la désensibilisation réciproque des récepteurs du PAF par I'IL-
8, médiée par le CXCR2. Cet effet est associé a une élévation de la concentration intracellulaire
d’AMPc. PAF semble étre un agoniste supérieur pour l'adhérence des neutrophiles équins au
plastique revétu de sérum autologue (10%) [120]. Le LPS, pour sa part, augmente significativement
I'expression des intégrines (>30 min, 0.5-5ug/mL), la relache des granules primaires par les
neutrophiles équins [121] et I'expression génique de cytokines pro-inflammatoires [122]. Les
neutrophiles équins expriment 'ARNm du TLR4 [122, 123] et du TLR9 [124]. La réponse du
neutrophile équin au LPS requiert la présence de sérum donc suggere l'implication des co-
récepteurs LPS binding protein (LBP) et CD14 pour I'activation du TLR4 [119]. Le p38 MAPK s’avére
essentiel dans la migration du neutrophile équin envers le LTB, et PAF [125]. Il est impliqué dans la
réorganisation de l'actine et la polarisation du neutrophile, mais pas dans l'adhésion ni
I"augmentation de I'expression des intégrines induits par ces agonistes, en opposition a I'adhésion

induite par le TNF qui est p38 MAPK-dépendente, comme chez I’'humain [126].

Avec les informations présentement disponibles, on peut postuler qu’en général, les
neutrophiles équins répondent aux divers agonistes de maniére analogue aux neutrophiles
humains et possiblement par le biais de voies de signalisation similaires. Toutefois, leur répertoire
de récepteurs differe quelque peu de celui des neutrophiles humains, en particulier concernant le
FPR. De ce fait, I'ampleur de la réponse inflammatoire du neutrophile équin en réponse aux
peptides formylés pourrait en étre affectée et cela pourrait étre le résultat d’'une adaptation

évolutive chez le cheval.
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Les neutrophiles tissulaires

Les neutrophiles qui ont transmigrés montrent une expression accrue de récepteurs
(CD11b, CD14, CD16, CD66b, FPR, CR1), une augmentation de leur métabolisme oxydatif et de leur
pouvoir microbicide [127, 128]. Ces neutrophiles sont réfractaires a une stimulation
supplémentaire avec des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF et montrent une sensibilité
différente aux chimiokines associées a la régulation de I'expression de leurs récepteurs respectifs
(ex. sensibilité plus grande pour les chimiokines terminales). Les neutrophiles tissulaires montrent
également un retard de I'apoptose spontanée ou induite [127].

Une étude utilisant les microréseaux a permis de montrer des changements importants au
niveau de I'expression de génes associés a la réponse inflammatoire, a la migration, a la survie et
aux voies de signalisation de IkB kinase (IKK)/NF-kB lors de la transmigration du neutrophile [129].
Dit autrement, les neutrophiles de I'espace alvéolaire ne présentent pas du tout le méme profil
génique que les neutrophiles sanguins. De plus, les changements observés chez les neutrophiles
transmigrés au niveau des voies respiratoires d’individus ayant inhalé du LPS ne sont pas
entiérement dus au stimulus et a I'activation cellulaire comme tels puisque la méme stimulation in
vitro des neutrophiles sanguins n’entraine pas |’expression des mémes genes. L'analyse
fonctionnelle de ces cellules confirme que les neutrophiles tissulaires produisent davantage
d’anion superoxyde, montrent un retard de I'apoptose, une baisse de capacité migratoire envers
I'IL-8 et des différences au niveau de la sécrétion de cytokines et de chimiokines par rapport aux
neutrophiles périphériques stimulés ou non in vitro.

Les neutrophiles sont généralement considérés comme des cellules effectrices de la
réponse immunitaire innée qui ne présentent pas la plasticité fonctionnelle liée a une
différentiation tissulaire, comme les lymphocytes par exemple. De plus, I'opinion actuelle suggere
que les neutrophiles sont des cellules différenciées, de courte demi-vie, qui ne recirculent pas
puisqu’ils meurent dans les tissus par apoptose et sont débarrassés par les macrophages.
Toutefois, des études ont montré que les neutrophiles peuvent émigrer des tissus vers la
circulation, a la maniére des mononucléaires [130]. Ces neutrophiles montrent un phénotype et
une fonctionnalité distincts et sont présents en nombre important dans le sang des patients
atteints de maladies inflammatoires chroniques (~ 1% chez les patients atteins d’arthrite

rhumatoide et d’athérosclérose versus ~ 0.25% normalement).
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Production de cytokines et chimiokines par les neutrophiles

Les neutrophiles expriment et produisent plusieurs cytokines et chimiokines en réponse a
divers agonistes. Ainsi, ils peuvent contribuer a la régulation de la réponse inflammatoire en
influencant le comportement des cellules résidentes ou recrutées au site de I'inflammation de
maniére autocrine et paracrine. |l est a noter que la production de cytokines par le neutrophile est
nettement moins abondante que celle d’un leucocyte mononucléaire par exemple, et I'on
rapporte en moyenne des différences de niveau d’expression de 10-20 (ARNm) et 10-300
(protéine) fois plus faible par cellule chez le neutrophile [131]. Toutefois, considérant la
prédominance du neutrophile dans certaines conditions inflammatoires, leur production de
cytokine peut-étre considérable. Le Tableau Ill présente une liste des cytokines produites par le
neutrophile humain, soit de maniere constitutive ou induite. Celles-ci incluent des cytokines pro-
et anti-inflammatoires, des chimiokines pour diverses lignées myéloides (famille CC ou CXC) et des
facteurs de croissance ciblant les leucocytes mais aussi les cellules du parenchyme. Nous ciblerons
ici certaines cytokines pro-inflammatoires a I’étude et produites par le neutrophile soient I'lL-1B, le
TNF et I'IL-8.

Tableau Ill. Cytokines et chimiokines produites par le

neutrophile humain.
Pro-inflammatoires Anti-inflammatoires Chimiokines

TNF-o. IL-1RA IL-8 MIP-1a
IL-1o TGF-B GRO-o.  MIP-1B
IL-1B IL-10 GRO- mcp-1°
IL-12 CINC-1
IFN- o CINC-2a
IFN-y IP-10
IL-6° MIG

I-TAC
Facteurs de croissance Facteurs de Autres

I'angiogénése/fibrose

G-CSF VEGF Fas Ligand
M-CSF® TGF- o CD30 ligand
GM-CSF® HGF Oncostatin M
IL-3° LDGF GDF
SCF® CEMF NGF

BDNF

NT-4

Italique: demande confirmation définitive. > ARNm seulement. Tiré
de Cassatella M.A., 1999 [34].
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TNF

Les conditions dans lesquelles les neutrophiles humains expriment et relachent le TNF ont
été décrites en détails par Cassatella [34]. Les faits les plus pertinents seront rapportés ici. Les
premiers écrits (1990) rapportent la relache protéique de TNF par une population de neutrophiles
d’une pureté supérieure a 99% [132, 133] suivant une stimulation avec des lipopolyssacharides
bactériens (LPS, 1 ng/mL-5ug/mL) et des agonistes particulaires (C. albicans). On y note une
variabilité considérable entre individus (jusqu’a 10 fois). Le temps de stimulation nécessaire a la
détection du TNF dans les surnageants est d’'une heure (30 minutes pour ’ARNm). La relache de
TNF par le neutrophile semble étre régulée par le taux d’AMPc cytosolique puisque des agonistes
comme le fMLP, qui induisent une relache transitoire d’AMPc [134], ou des analogues
(dibutyrylAMPc) inhibent la relache de TNF par les neutrophiles humains stimulés avec du LPS
[118]. Ce phénomene est associé aux voies de sécrétion du TNF, plus précisément a I'actine du
cytosquelette qui est régulée par des enzymes AMPc-dépendantes.

Le LPS (5ug/mL) stimule I'expression membranaire de TNF de maniére maximale aprés 1h
de stimulation [118]. Elle redescend aux niveaux de base aprés 2h, probablement suite au clivage
de la cytokine et a la génération de sa forme soluble par la TACE. L'apogée de production de TNF
par le neutrophile est atteinte apres 5-10h de stimulation avec du LPS et sa détection diminue par
la suite jusqu’a 24h. Le TNF sécrété dans le surnageant de culture est susceptible d’étre clivé par
les enzymes protéolytiques des neutrophiles suivant leur activation. Mentionnons entre autres
I’élastase et la cathepsine G [20, 34]. Autrement, les récepteurs du TNF soient sous leur forme
membranaire ou soluble peuvent capturer le TNF et empécher sa détection dans le surnageant
[135, 136]. La production de TNF dans le neutrophile est agoniste-dépendante [34] : sa sécrétion
protéique varie en fonction des stimuli, en dépit de la synthése de son ARNm [118, 129]. Cette
régulation semble étre spécifique au TNF parmi d’autres cytokines étudiées (IL-8, MIP13, MCP-1).
Inversement, certains facteurs (ex. NO) peuvent augmenter la relache de TNF par les neutrophiles
humains stimulés avec du LPS sans modifier les taux d’ARNm [137]. D’ailleurs, cet effet semble
étre spécifique aux neutrophiles car les macrophages n’augmentent pas leur relache de TNF dans
un méme contexte. Enfin, des effets spécifiques de certains agonistes sur les différentes
populations de leucocytes ont été rapportés suggérant que les neutrophiles puissent représenter

la source principale de TNF dans certaines conditions [34].
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IL-1B

La production d’IL-1B par les neutrophiles est rapportée chez plusieurs especes (revus
dans [34]). Plusieurs agonistes, particulaires (zymosan, microcristaux) ou solubles (GM-CSF, TNF,
PMA, A23187 avec cytochalasine B, LPS), mais aussi des conditions de culture a forte densité
cellulaire, induisent I'expression génique et protéique d’IL-1B par les neutrophiles humains. Au
moins 4-5h sont requises avant de pouvoir détecter I'lL-B dans le surnageant de culture. On a
rapporté que suivant une stimulation avec du LPS, des niveaux similaires d’ARNm d’IL-1B étaient
transcrits chez les cellules mononucléaires et les neutrophiles toutefois, les neutrophiles étaient
moins efficaces pour sa traduction en protéine [138]. Le TNF et I'lIL-1P régule de maniére autocrine
I'expression d’IL-1B par les neutrophiles. Aussi, le TNF utilisé seul augmente I’expression
protéique d’IL-1B qui reste associée a la cellule a 70% [139]. Une stimulation supplémentaire avec
des agonistes insolubles (cristaux) génere la sécrétion extracellulaire d’IL-1 de 4 a 8 fois
supérieure. |l est a noter que les neutrophiles sécrétent constitutivement I'IL-1RA [139], une
anticytokine agissant comme antagoniste compétitif des récepteurs a I'lL-1 en s’y liant sans initier
la transduction du signal [34]. Cela représente donc un mécanisme d’autorégulation négative de la
réponse inflammatoire par le neutrophile. L'expression de [IIL-1 et de [I'IL-1RA est
différentiellement régulée en présence de certains agonistes. Par exemple, le TNF fait passer le
ratio IL-1RA/IL-1 de 591479 a 187+25 en augmentant de 3 et 10 fois la reldche d’IL-1RA et d’IL1B,
respectivement [139]. De ce fait, certaines conditions inflammatoires peuvent favoriser la relache
de l'un au détriment de l'autre, amplifiant ou atténuant la réponse inflammatoire [34]. La
production d’IL-1B par les neutrophiles a été démontrée in situ dans plusieurs contextes

d’inflammation chronique [140-143].

IL-8 (CXCL8)

L’IL-8 est la cytokine la plus abondamment produite par les neutrophiles. Les neutrophiles
fraichement isolés expriment de maniere constitutive ’ARNm de I'IL-8. Cette observation pourrait
étre justifiée soit par I'activation des neutrophiles durant les procédures d’isolation cellulaire car
les taux d’ARNm de I'IL-8 diminuent apres quelques heures de culture [144] ou alors par la
présence d’un pool d’ARN facilitant I'apparition rapide de la protéine apres activation cellulaire.

Nombreux sont les agonistes pouvant induire la production d’IL-8 par le neutrophile humain (revus
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dans [34]). Mentionnons les ionophores, la substance P, la lactoferrine et autres peptides de
nature basique, certains virus comme le RSV, plusieurs bactéries, champignons et leur produits
dérivés ainsi que le C5a, PAF, le LTB, et tous les agents chimiotactiques pour les neutrophiles,
créant ainsi un effet amplificateur de la réponse immunitaire et de I'inflammation neutrophilique
[34]. La production d’IL-8 peut étre considérée comme un marqueur de I'activation non spécifique
des neutrophiles. Le stimulus le plus puissant décrit par Cassatella est la phagocytose de
particules de levures opsonisées (Y-IgG), générant des concentrations d’IL-8 dans les surnageants
de culture atteignant les ng par mL. La production d’IL-8 peut étre transitoire ou soutenue, selon
I'aptitude des agonistes a induire la production concomitante d’IL-1B et de TNF, qui amplifient de
maniére autocrine et paracrine la relache d’IL-8 par les neutrophiles [131]. Ainsi, le fMLP induit
uniquement un pic de production d’IL-8 suivant 2-3h de stimulation, alors que le LPS méne a une
relache biphasique d’IL-8 : une phase précoce qui débute 20 a 30 minutes suivant l'initiation de la
stimulation et pendant laquelle 20-30% de I'lIL-8 totale est sécrétée et une phase tardive qui
survient 5-6h suivant I'activation et se poursuit jusqu’a 20h aprés. Cette derniere est inhibée par
I'utilisation d’anticorps contre I'lL-1B et le TNF [131]. Le TNF est un puissant stimulateur de la
synthése d’IL-8, supérieur a I'IL-1B lorsqu’utilisée seule. Par contre, cette derniére est
dramatiquement synergiste lorsque qu’utilisée en combinaison avec le TNF.

Dans un contexte d’inflammation neutrophilique, soit I'asthme non-éosinophilique, les
neutrophiles se sont avérés étre la principale source d’IL-8 parmi les cellules présentes dans
I’expectoration de patients atteints [145]. Aussi, chez des patients atteints d’asthme allergique, les
neutrophiles peuvent produire I'lL-8 via la réticulation des IgEs [145]. Une étude comparant des
patients atteints de diabéete de type 2 et des sujets normaux rapporte aussi une augmentation de
la production basale (IL-1B, IL-1RA, IL-8 et TNF) et induite par le LPS (IL-1B, IL-8 et TNF) de
cytokines pro-inflammatoires [146]. Dans cette étude, I'expression différentielle de cytokines était
plus marquée chez les neutrophiles que les monocytes, suggérant une contribution particuliere

des neutrophiles a la réponse inflammatoire aberrante associée a cette maladie.

Particularités du neutrophile équin

Chez le cheval, I'expression génique du TNF, de I'IL-1B et de I'IL-8 par les neutrophiles

stimulés ou non a été rapportée plus d’une fois par PCR [147-149]. L’expression protéique du TNF
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et de I'lL-1B a été suggérée par I'utilisation d’anticorps anti-TNF et anti-IL-1B neutralisants qui a
permis de bloquer le retard de I'apoptose spontanée observée chez les neutrophiles pulmonaires
de chevaux atteints du souffle [150]. A I'heure actuelle, bien qu’un anticorps anti-CXCL8 équin ait
été produit chez le lapin, son utilisation n’a pas permis d’étudier |'expression d’IL-8 par le
neutrophile équin et son exportation s’avere limitée par les reglementations douaniéres
canadiennes. L'IL-6, I'INFy, I'lL-12 et I'lL-23 ont été détectées par PCR quantitatif chez une
population de neutrophiles sanguin pure a >98% [149]. En plus de I'IL-8, les neutrophiles équins
transcrivent le MIP-2 [148] et I'IL-17A [123] suivant leur activation, suggérant qu’ils puissent

amplifier I'inflammation neutrophilique, comme chez 'homme.

Apoptose

Mécanismes de |'apoptose spontanée chez le neutrophile

Les neutrophiles ne survivent que de 8 a 20h en circulation et, de un a quatre jours dans
les tissus. L'apoptose constitutive ou spontanée des neutrophiles est essentielle pour conserver
leur homéostasie et I'intégrité des tissus [151]. Un changement dans le nombre de neutrophiles
périphériques peut prédisposer I'h6te aux infections microbiennes (neutropénie) ou réfleter la
conséquence d’une infection bactérienne ou d'une leucémie myéloide, par exemple
(neutrophilie). En condition homéostatique, il a été démontré que les neutrophiles prériphériques
retournent vers la moelle osseuse lorsque sénescents et sont phagocytés par les macrophages qui
y sont présents. Ce phénoméne est dirigé par la chimiokine CXCL12 et I'expression de son
récepteur par les neutrophiles, le CXCR4. Les neutrophiles en voie d’apoptose expriment des
niveaux réduits de CXCR1 et 2 et plus forts de CXCR4, consistant avec le fait qu’en condition
homéostatique, il n'y a pas de neutrophiles apoptotiques circulants. D’autres sites de clairance
incluent la rate (31%) et le foie (29%) [82]. Les neutrophiles tissulaires entrent dans le processus
d’apoptose une fois qu’ils ont ingéré le microorganisme invasif et sont « proprement » phagocytés
par les macrophages. Cette étape est cruciale afin de mener a terme la réponse inflammatoire,
prévenant la libération de médiateurs toxiques dans le milieu extracellulaire, ce qui survient dans
le cas de la nécrose. La phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les macrophages contribue

a diminuer la production de cytokines pro-inflammatoires par ces derniers, en plus de stimuler
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leur relache de médiateurs « anti-inflammatoires » (IL-10, TGF-B) [152] représentant ainsi un
mécanisme d’autorégulation négative de la réponse inflammatoire.

L’apoptose constitutive du neutrophile est semblable a I'apoptose classique, qui implique
la condensation et la convolution du cytoplasme, I'exposition des phosphatidylsérines au niveau
de la membrane extracellulaire, la formation de vacuoles cytoplasmiques, la dépolarisation de la
membrane mitochondriale, la condensation nucléaire et la fragmentation internucléosomale de
I’ADN [151]. Une fois la chromatine clivée, les fonctions du neutrophile incluant la relache de
produits toxiques, la transcription de génes et la migration deviennent limitées [153]. Il y a ensuite
formation de corps apoptotiques destinés a la phagocytose par les macrophages. Si les
neutrophiles apoptotiques ne sont pas reconnus et phagocytés, on parle de nécrose secondaire

des neutrophiles (Figure 16, A et B) [154].
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Figure 16. Les différents processus de mort cellulaire chez le neutrophile.

A. Morphologie du neutrophile en apoptose induite par le TNF (6h) montrant la condensation du noyau
en microscopie a lumiere blanche. Tiré de Murray, J. et al 1997 [24]. B. Analyse du taux d’apoptose
(quadrant #4), de nécrose primaire (#1), de nécrose secondaire (#2) et de viabilité (#3) par cytométrie de
flux. L'annexine V marquée d’un fluorochrome se lie aux phosphatidyles sérines exposées a la surface du
neutrophile apoptotique et l'iodide de propidium colore I’ADN des cellules dont la perméabilité
membranaire est altérée (cellules nécrotiques). Tiré de Turina, M., et al 2005 [154]. C. Morphologie du
neutrophile évaluée par microscopie électronique montrant (a) I'apoptose induite par un anticorps anti-
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Fas, caractérisée par la condensation du noyau et la présence de vacuoles cytoplasmiques; (b) la nécrose
induite par des toxines, caractérisée par la perte de ségrégation de |'eu- et de I’'hétérochromatine mais le
maintien des granules et de I'enveloppe nucléaire et; (c) la mort cellulaire active par formation de NETs
(neutrophil extracellular traps) induite par le PMA, caractérisée par la fragmentation des membranes
nucléaires et la dissolution des granules permettant le mélange de leur contenu avec celui du cytoplasme.
Barre, 2 um. (d) Marquage positif pour 'ADN fragmentée (TUNEL') des neutrophiles apoptotiques. (e)
Présence d’ADN extracellulaire dans la mort cellulaire induite par le PMA (formation de NETs). Tiré de
Fuchs, T.A. et al 2007 [155].

Deux types de voie de signalisation menent a I'apoptose [156]. La voie extrinséque (type )
implique un récepteur de mort cellulaire comme FasR (CD95), TNFR1 (DR1) ou TRAILR (TNF-
related apoptosis inducing Ligands Receptor) et la formation du Death inducing signalling complex
(DISC) par association avec le Fas-associated death domain (FADD) et la pro-caspase 8. Cette voie
meéne a l'activation de la caspase 3 et au clivage de I’ADN. La voie intrinseque (type Il) implique la
formation d’un apoptosome suite a la dépolarisation de la membrane mitochondriale. Cette voie
est empruntée dans les cas de dommage au niveau de I’ADN, formation de médiateurs oxydatifs
dérivés de I'oxygene (ROS, reactive oxygen species) ou de la perte de protéines anti-apoptotiques
de la famille Bcl-2. En fait, les protéines Bid et Bax (pro-apoptotiques) sont relachées suivant leur
dissociation d’avec le Mcl-1 (anti-apoptotique) et transloquées vers les mitochondries
dépolarisées, provoquant leur perméabilisation. S’en suit la relache de cytochrome c par les
mitochondries et formation de I'apoptosome avec les molécules Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor-1), le dATP et la pro-caspase 9 [151, 156]. Ce groupe active finalement la caspase
3. Ces deux voies ne sont pas mutuellement exclusives.

Malgré le fait que les neutrophiles expriment les récepteurs de mort cellulaire en plus de
leur ligand, CD95L [157] et TRAIL [158], ces voies de signalisation ne semblent pas étre
nécessairement impliquées dans leur apoptose spontanée puisque |'utilisation d’anticorps anti-
TNF, Fas ou TRAILR ne la prévient pas. De plus, les neutrophiles de souris déficientes pour le gene
Fas ou son ligand montrent un taux normal d’apoptose spontanée [156]. Les facteurs impliqués
dans le cycle cellulaire et anti-apoptotiques clés comme Bcl-2, p53, cdc2, and Rb ne sont pas
exprimés par les neutrophiles humains fraichement isolés ou stimulés [159]. lls expriment
toutefois d’autres protéines de fonction homologue telles McL-1 et A-1 [160] et des protéines pro-
apoptotiques (Bak, Bax). L'expression de Bcl-xL (survie) par les neutrophiles humains semble
controversée [161]. Il a été proposé que le taux de Bax soit maintenu et que les niveaux de Mcl-1

diminuent au cours de la vie du neutrophile. D’ailleurs, Bcl-2 semble exprimé par les
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promyélocytes ou la lignée précurseur HL-60, mais son expression cesse une fois la cellule
différentiée, suggérant que le déclenchement du processus d’apoptose survient des la relache du
neutrophile par la moelle osseuse [157, 162]. On suggere aussi que la perte de contact avec des
facteurs de croissance présents dans la moelle osseuse (G-CSF et GM-CSF) mene a la pré-
formation du DISC chez les neutrophiles, méme sans liaison du DR. L'expression des récepteurs
pour TRAIL peut augmenter chez les neutrophiles sénescents, les rendant plus susceptibles a
I'apoptose induite par TRAIL [158]. L'expression des TRAIL-R1 et R2 peut aussi étre régulée par
I’engagement des CXCR4 par le SDF-1 [158].

Scheel-Toellner et collegues [156] proposent un modeéle représentant l'initiation de la
signalisation impliquée dans I'apoptose spontanée chez le neutrophile. Selon eux, la production de
ROS peut causer le regroupement des DRs et activer la pro-caspase-8. Apuyant ce concept, on a
montré chez des patients atteints de granulomatose septique chronique (défaut de la production
de ROS) un retard marqué de I'apoptose spontanée des neutrophiles en culture (i.e. > 60%
viabilité apres 96h pour GSC versus ~0% pour normaux) [163]. De plus, I'administration
d’antioxydant (catalase) retarde I'apoptose spontanée des neutrophiles normaux. Scheel-Toellner
et collegues proposent que les niveaux de GSH (glutathion) diminuent au cours de la vie des
neutrophiles et ainsi limite le contrdle de la production de ROS.

Les facteurs de croissance (GM-CSF, G-CSF), des composants bactériens (LPS), les
chimiokines LTB,, IL-8 et PAF ainsi que I'lL-1B et I’'hypoxie peuvent supprimer le programme
d’apoptose tant in vitro qu’in vivo [24, 153]. L’activation du NF-kB, de la PI3-K et de ERK1/2 [164,
165] serait impliquée dans la transcription de Mcl-1, un protéine formant un complexe avec Bax et
prévenant I'activation de la voie de I'apoptose intrinséque [151]. Dans un contexte allergique, les
IgEs retardent I'apoptose des neutrophiles provenant de patients asthmatiques en augmentant les
niveaux de McL-1, réduisant I'activité de la caspase-3 et la dissociation de Smac de la mitochondrie
vers le cytosol (voie mitochondriale) [166]. Une dérégulation de I'apoptose est observée dans
d’autres contextes d’inflammation chronique tels que I'arthrite rhumatoide et le syndrome de
détresse respiratoire aigu (ARDS).

Enfin, d’autres formes de mort cellulaire, distinctes de I'apoptose et de la nécrose, sont

rapportées chez les neutrophiles humains : 1) la relache de NETs (neutrophil extracellular traps)
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constitués de I'assemblage de la chromatine et des enzymes granulaires des neutrophiles [155]
(Figure 16C); et 2) 'autophagie [167], qui implique la fusion de vacuoles intracytoplasmiques avec

les lysosomes [168], observable chez certains patients atteints d’inflammation chronique [169].
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La réponse immunitaire acquise:

Elle est stimulée par la réponse immunitaire innée lors de laquelle des pathogénes seront
détectés, capturés et présentés aux lymphocytes qui possédent des récepteurs uniques et
spécifiques a un épitope antigénique. La réponse aquise est divisée en réponse humorale
(production d’anticorps spécifiques) et en réponse a médiation cellulaire (lyse cellulaire des

cellules du Soi altérées), toutes deux associées a une mémoire immunitaire.

Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DCs) se situent entre les cellules épithéliales sur la couche
basolatérale de I'épithélium bronchique [59] ou dans les alvéoles [60]. On retrouve aussi des
cellules dendritiques « résidantes » dans les nceuds lymphatiques pulmonaires [60]. Ces cellules
représentent le pont de base entre I'immunité innée et acquise. C'est une population spécialisée
de cellules présentatrices de I'antigene. Elles possédent tout I'arsenal de récepteurs de I'immunité
innée, peuvent endocyter ou phagocyter les pathogénes et les appréter pour les présenter aux
lymphocytes T sur leur CMH | et Il [59]. Les cellules dendritiques détiennent ce nom car elles
possedent des prolongements cytoplasmiques, a la maniére des dendrites des neurones, qui font
en sorte d’augmenter leur surface cellulaire. Ainsi leur potentiel de contact avec les lymphocytes
est accru et elles peuvent atteindre I'extérieur des tissus, a travers la barriere épithéliale, et

patrouiller pour la présence de pathogéenes.

Différents types de cellules dendritiques

Chez la souris, 5 types différents de cellules dendritiques ont été identifiés sur la base du
profil d'expression de molécules de surface et de la localisation dans le poumon (revus dans [59]).
En bref, on distingue les cellules dendritiques conventionnelles (DCc) chez la souris, autrefois
nommées DC myéloides (DCm) chez ’lhomme et le rat, exprimant fortement le CD11c (CD11c")
des cellules dendritiques plasmoides (DCp) I'exprimant faiblement (CD11c®™). Ensuite, les
différents types sont catégorisés selon leur expression relative de CD11b, un marqueur de la lignée
myéloide, et de leur situation (voies ou parenchyme respiratoires). On ne connait pas encore
entierement tous les types et la distribution anatomique des cellules dendritiques dans le poumon
humain, toutefois, on distingue trois types de DCc, CD1c+, CD16+ et CD141+, et des DCp qui
expriment les CD304 et CD123 [59, 170]. Il semble qu’une spécialisation des cellules dendritiques

existent et que certaines populations soient plus sensibles que d’autres a certains agonistes. Ces
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différences s’exprimeraient par I'expression de récepteurs variés et de différentes enzymes
protéolytiques impliquées dans I'apprétement de I'antigéne. D’ailleurs, on observe que les DCc

des muqueuses sont plus efficaces pour présenter I'antigene que les DCc parenchymateuses [59].

Activation des cellules dendritiques : tolérance versus activation de la réponse immunitaire

Les cellules dendritiques peuvent étre activées directement par des MMAPs, mais aussi par
des ligands endogénes associés a une réponse inflammatoire (complément, tryptase des
mastocytes, protéines de choc thermique (hsp), thrombine, produits dérivés de cellules
nécrotiques (DAMPS, danger-associated molecular patterns), ATP extracellulaire, neurokinines,
prostaglandines (PGE,)) [60]. Ainsi, I'activation des cellules dendritiques se fait normalement dans
un contexte ol l'inflammation est présente, soit lorsque les cellules de I'immunité innée, en
particulier les cellules épithéliales, auront reconnu I'antigene pathogéne et sécrété des cytokines,
chimiokines et autres molécules pro-inflammatoires (Figure 8) [171]. Les précurseurs des cellules
dendritiques sont constamment recrutés dans les poumons a partir de la moelle osseuse [61].
L'inflammation augmente rapidement leur migration et leur concentration maximale est atteinte
2h suivant 'inhalation de substances antigéniques chez certains modeles. Leur activation concorde
avec l'augmentation de leur motilité, de leur expression de molécules de co-stimulation (CD86 et
CD40) et du CMH Il ainsi que de leur capacité a faire proliférer les lymphocytes [59]. Aprés capture
de I'antigene, les cellules dendritiques perdent tout expression de récepteurs pour les chimiokines
sauf ceux pour le CCL21 (CCR7 et CCR8) qui les recrute vers les nceuds lymphatiques médiastinaux
[61] environ 12h suivant l'inhalation d’antigénes [60, 172]. La présentation de I'antigéne aux
lymphocytes s’y fait principalement, mais aussi dans les tissus lymphoides qui se forment dans
I’espace interstitiel pulmonaire, en intimité avec les voies respiratoires et les vaisseaux sanguins
lors d’'une réponse inflammatoire [173]. Ce sont surtout les cytokines produites par les cellules
dendritiques qui influenceront I’activation, la polarisation et la prolifération des différents types de

lymphocytes Th (Figure 17).
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Figure 17. Sécrétion de cytokines et fonctions effectrices des lymphocytes
polarisés
Tiré de Lambrecht B.N and Hammad H, 2008 [59]

Bien que la majorité des antigenes inhalés soit véhiculés vers les noeuds lymphatiques pour
y étre présentés a des lymphocytes naifs, ils induisent pour la plupart la tolérance puisqu’ils sont
inoffensifs. La tolérance pourrait étre induite par le contact entre une cellule dendritique
partiellement mature et d'un lymphocyte T naif pour lequel I'activation et la survie seraient
subséquemment abortives. Alternativement, la tolérance pourrait étre le résultat de I'activation
de lymphocytes T régulateurs (Treg) produisant I'IL-10 et/ou le TGFB, via I'expression d’IL-10 et/ou
de ICOSL (inducible T-cell co-stimulator ligand) [60]. Les pDCs, plus particulierement, seraient
responsables d’induire la tolérance dans les nceuds lymphatiques chez la souris [173]. Les Tregs
activés pourraient favoriser I’expression de I'indoleamine- 2,3-dioxygenase (IDO) par les pDCs. Les
métabolites du tryptophane générés par cette enzyme semblent avoir des propriétés anti-
inflammatoires et peuvent inhiber I'activation des cellules T [60]. Les effets combinés de privation
en tryptophane et de répression de I'expression des TCRZ par les lymphocytes CD8" et CD4"
expliqueraient la tolérance induite par I’expression d’IDO [174]. Les modeéles expérimentaux et les
études épidémiologiques montrent que les agonistes des PRRs, s’ils sont présents au méme
moment qu’un antigéne non-pathogéne est capturé, peuvent contribuer a activer les cellules
dendritiques de telle sorte qu’une réponse immunitaire sera générée envers cet antigene. Ce

processus serait en cause dans le développement des maladies allergiques et auto-immunes [60].
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Lymphocytes

Les lymphocytes B et T sont les effecteurs de I'immunité acquise. lls se chargent de la
réponse humorale et cellulaire qui assurent I’élimination des pathogénes extra- et intracellulaires,
respectivement. Ils sont donc recrutés lorsque la réponse immunitaire innée n’a pu, a elle seule,
éliminer le pathogéene impliqué. Les cellules NK classiques sont aussi des lymphocytes,
n’expriment pas les récepteurs typiques des lymphocytes T et B et sont spécialisées dans la
détection des cellules anormales de I'hote, c’est-a-dire infectées ou tumorales. Contrairement aux
lymphocytes B et T, leurs récepteurs ne sont pas spécifiques a un seul antigene et la variété de
leur récepteurs leur permet de répondre a une diversité de facteurs de stress exprimés par les
cellules environnantes. Les cellules NKT possédent des récepteurs typiques aux lymphocytes T
(TCR) mais, le spectre de leur répertoire de reconnaissance antigénique est restreint. Sont revus
dans cette section les principales sous-populations de lymphocytes et leurs fonctions biologiques

dans le poumon et I'inflammation chronique.

Lymphocytes B

Les lymphocytes B font leur maturation dans la moelle osseuse chez les mammiféres et la
bourse de Fabricius chez les oiseaux, d’ou leur appellation [11]. Dans le poumon, les lymphocytes
B se situent dans les nceuds lymphatiques et les tissus lymphoides associés aux bronches (BALT,
Bronchus-Associated Lymphoid Tissu) présents lors de réponse inflammatoires ou chez environ
40% des enfants [6]. On les retrouve également dans le tissu interstitiel pulmonaire [175]. lls sont
responsables de la production d’anticorps qui leur font aussi office de récepteurs membranaires
(BCR, B cell receptor), spécifiques a un seul épitope. Leur interaction avec les cellules accessoires
qui sécrétent les cytokines (cellules T helper (Th), principalement, mastocytes, cellules
épithéliales, fibroblastes), permettre leur activation, leur différenciation en cellules B mémoires ou
en plasmocytes sécréteurs d’anticorps (n’expriment pas le BCR) et la permutation des classes
d’'immunoglobulines. Ainsi, lors d’une réponse humorale indépendante des cellules T, par exemple
dans le cas de lymphocytes B activés par le LPS, il y a sécrétion d’IgMs et IgGs de faible affinité et
absence de développement d’'une mémoire immunitaire efficace. Les cytokines et les molécules
de co-stimulation fournies par les lymphocytes T permettent la production d’IgG (IL-10, IFNy et IL-

4), d’IgA (TGF-B, IL-5, et I1L-10) et d’IgE (IL-4 et IL-13) par les cellules B [175]. Les IgEs, mille fois
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moins présents que les I1gGs dans le sang, sont sécrétés abondamment dans le poumon a peine

24h suivant une exposition allergénique chez les patients atteins d’asthme extrinseque [175].

Particularités du cheval

Chez le cheval, on trouve sept sous-classes d’IgG et quatre allotypes d’IgE, en plus des
classes IgA, IgD et IgM [13, 176]. Les mécanismes utilisés chez le cheval pour générer la diversité
d’anticorps et le site de recombinaison des génes V(D)) (moelle osseuse ou tissus lymphoides
associés a l'intestin comme chez le lapin et le mouton) demeurent incertains [176]. Les sous-
classes d’lgG7 > 1gG4 > IgG1l > IgG5 > 1gG3 active le métabolisme oxydatif des leucocytes
périphériques [177], les I1gG3 > IgG1 > IgG4 > IgG7 activent la cascade classique du complément et

les IgGE, IgG3 ainsi que IgG5 se lient et activent les mastocytes [178].

Lymphocytes T

Les populations de cellules T af et y& different par leur localisation (organes lymphoides
secondaires et épithélium des muqueuses et de la peau, respectivement) et leur expression des
corécepteurs CD4 et CD8, qui est restreinte aux lymphocytes T af8. Les deux types de lymphocytes
sont CD3". Dans le poumon, les lymphocytes T ap se situent dans le paracortex des noeuds
lymphatiques pulmonaires. lls y sont en association avec les cellules présentatrices de 'antigene
(lymphocytes B et cellules dendritiques). L’activation des lymphocytes T helper (Th) (CD4") survient
suivant la présentation d’un antigene spécifique en association avec les molécules de co-

stimulation (CD40L, CD28) et la sécrétion de cytokines par les cellules présentatrices de I'antigéne.

Th1 et réponse a médiation cellulaire

La réponse a médiation cellulaire est caractérisée par la production d’INFy et de TNF par les
lymphocytes Th1 permettant d’activer les cellules cytotoxiques dont les lymphocytes T CD8+ (T¢),
les cellules NK, les macrophages, les neutrophiles et les éosinophiles. Ces cellules effectrices
causent la mort des cellules infectées ou anormales de fagcon anticorps-dépendante (granulocytes,
macrophages et cellules NK) ou indépendante (T¢) par la sécrétion d’enzymes qui forment des
pores membranaires (perforines) et I'activation de la cascade apoptotique (granzymes et TNF)
[11]. LUactivation du facteur de transcription T-bet est responsable de la polarisation des

lymphocytes au profil Thl. Les lymphocytes B sont également actifs durant la réponse a médiation
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cellulaire puisqu’il y a production favorable de certaines classes d’IgG (IgG1 chez 'homme). Dans le
poumon, I'activation de la réponse immunitaire a médiation cellulaire est critique lors d’infection
par des mycobactéries, champignons, virus et par certains parasites [179]. Les lymphocytes Tyd

pour leur part agissent t6t dans la réponse a médiation cellulaire en sécrétant I'INFy [180, 181].

Th2, réponse humorale et allergie

La réponse humorale est fortement orchestrée par les lymphocytes Th2. En effet, la
production d’anticorps est amplifiée par la présence de lymphocytes Th2 par rapport a celle
engendrée par les Thl [13], surtout concernant les anticorps de type IgA, IgE et IgG4. En fait, I'lIL-5
sécrétée par les lymphocytes de type Th2 favorise la différentiation des lymphocytes B en
plasmocytes [13]. L’activation du facteur de transcription GATA-3 est responsable de la
polarisation des lymphocytes CD4+ naifs en lymphocytes Th2 [182]. L'IL-4 peut induire
I’expression de GATA-3 mais récemment, d’autres cytokines ont montré une certaine efficacité a
promouvoir la réponse de type Th2, soit le TSLP, I'lL-33 et I'lL-25 [183]. Les Th2 sécretent eux-
mémes I'IL-4, essentielle avec I'lL-13 a la commutation de classe des isotypes de I'lgM a I'IgE et a
I'lgG1 (chez la souris). L’IL-4 induit aussi chez plusieurs types cellulaires I'expression des
récepteurs de haute (FceRl) et de faible affinité (FceRll, CD23) aux IgEs. L’IL-5 agit sur les
éosinophiles en favorisant leur différentiation, leur activation et leur survie [182]. L'IL-13 agit
davantage sur les cellules structurelles (cellules épithéliales et du muscle lisse, fibroblastes) en
augmentant la production de mucus et de protéines de la matrice extracellulaire ainsi que la
contractilité du muscle lisse [182]. Ces effets sont communs a la réponse anti-parasitaire au
niveau de l'intestin [184] et a la réponse allergique, deux contextes ou les lymphocytes Th2 sont

les principales cellules effectrices.

Les cellules NKT pourraient représenter une source abondante d’IL-4 (4 fois plus que les Th)
et contribuer au milieu cytokinique favorable a la différentiation des cellules T naives en cellules
Th2. Contrairement a ces derniéres, les cellules NKT ne requiérent pas la présence d’IL-4 afin de
pouvoir en produire elles-mémes suivant leur stimulation via le CD3 [185]. Certaines cellules de
lignée lymphoide appartenant a 'immunité innée ont été identifiées comme source de cytokines
de type Th2 mais ne portent aucun des marqueurs leucocytaires jusqu’a ce jour utilisés [183]. Ces

« innate helper cells » peuvent diriger une réponse allergique chez les souris déficientes en cellules
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B et T. Les lymphocytes CD8" participent aussi a la réponse de type 2 en sécrétant les cytokines IL-
4 et |L-5 [183]. Ces lymphocytes CD8" polarisés (Tc2) seraient inefficaces pour éliminer les virus et
cela expliquerait la sévérité et la durée des infections avec les rhinovirus chez les asthmatiques
[183]. La contribution des lymphocytes Ty a également été amplement étudiée dans la réponse
allergique chez les modéles murins [186]. Ils constituent d’ailleurs la source principale d’IL-4 lors
d’une infection parasitaire extracellulaire chez la souris [181]. De cette facon, ils peuvent
contribuer a polariser les cellules dendritiques et les lymphocytes T af CD4+ en créant un milieu
cytokinique précoce favorable. Il existe actuellement un débat quant au réle des lymphocytes
CD8" dans la réponse allergique alors que certaines études montrent un effet protecteur [187] ou
détrimentaire [188] de ces cellules sur les paramétres physiologiques associés a la réponse
allergique pulmonaire chez le rat et la souris. L'utilisation d’anticorps anti-CD8a (OX-8) pour
effectuer la déplétion de lymphocytes CD8+ dans certaines études [187] pourrait affecter d’autres
populations cellulaires exprimant également cet antigene de surface comme les macrophages
tissulaires, les cellules NK et une certaine population de cellules dendritiques ayant des propriétés

tolérogéniques [189], et ainsi expliquer ces divergences.

Th17

L'identification de ce « nouveau » profil dans les modeles murins d’encéphalite auto-
immune et d’arthrite a suscité beaucoup d’intérét car il défiait le paradigme simple et bien établi
de la balance des profils Th1/Th2, chacun responsable du développement des maladies auto-
immunes et allergiques, respectivement. Le profil Th1l7 se caractérise principalement par
I’expression d’IL-17A en association avec le facteur de transcription RORyt (retinoic acid-related
orphan receptor yt) chez la souris ou du RORc chez ’lhomme. Le TGFB, I'IL-6, I'lL-21 et I'lL-23 sont
crucial pour la polarisation de ce sous-groupe de lymphocytes chez la souris [183], par contre les
éléments requis pour ce faire chez 'homme demeurent indéfinis (revu dans [190]). Les
lymphocytes Th17 sont également une source importante de cytokines pro-inflammatoires, telles
le TNF, I'lL-18, et I'lL-6 en plus de cytokines nouvellement caractérisées comme I'IL-17F, I'lL-21, IL-
22 et I'lL-26. Ces cellules ont un effet indirect sur le recrutement et I'activation des neutrophiles
en stimulant les cellules épithéliales a produire I'lL-8, avec I'IL-6, le TNF, le GROa et le GM-CSF. Le

profil Thl7 est donc associé aux formes sévéres d’asthme chez 'lhomme oU l'on observe le
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recrutement prédominent des neutrophiles dans les voies respiratoires et a la dermatite atopique
sévere. Un des roles physiologiques postulés d’une réponse Th17 est de conserver et promouvoir
la fonction de la barriere épithéliale tout en stimulant la production de peptides antibactériens, en
particulier via I'expression d’IL-22 en réponse aux infections bactériennes [182]. Dans le poumon,
il est possible que les infections virales récurrentes puissent dévier un profil Th2 établi vers un
profil Th17 tel que suggéré par une étude récente [191]. Cela expliquerait I'aggravation des
symptomes de |'asthme vers un phénotype sévere. De plus cette étude suggére que chez
I’'homme, les profils Th2 et Th17 ne soient pas mutuellement exclusifs dans ce contexte. De plus
chez la souris, I'lL-23 amplifie la réponse de type Th2 spécifique a I'antigéne inhalé chez les

animaux sensibilisés [192].

Treg

Il existe deux types de lymphocytes T régulateurs (Treg): le premier se développe
naturellement au sein du systeme immunitaire (naturally ocuring Treg) et I'autre est généré
suivant une exposition antigénique, de maniere similaire aux lymphocytes T naifs polarisés en
différents sous-ensembles Th1, Th2, etc (revu dans [193]). Les Treg naturels expriment fortement
le CD25 qui correspond a la chaine a du récepteur a I'lL-2 et le facteur de transcription FoXP3
(forkhead box P3, CD4+CD25hiFoXP3+). Les individus pour lesquels I'expression de FoXP3 est
déficiente développent de I'auto-immunité et sont atopiques. Les mécanismes d’action de ces
cellules incluent la production de cytokines (IL-10, TGFpB), I’expression de molécules membranaires
affectant I'activation des lymphocytes effecteurs (Program Death-1, PD-1; B- and T-lymphocyte
attenuator, BTLA) et l'inhibition directe des cellules dendritiques de maniere LFA-1- et CTL4-
dépendante. Cette interaction avec les cellules présentatrices d’antigenes a pour effet de diminuer
I’expression de molécules de co-stimulation (CD80 et CD86) en plus d’offrir de la compétition aux
lymphocytes naifs pour la reconnaissance de I'antigene. Chez 'lhomme, on distingue les Foxp3+
Tregs exprimant I'ICOS qui inhibent la fonction des cellules dendritiques via I'lL-10 et les cellules T
via le TGFB, des Tregs ICOS FoXP3" qui utilisent le TGFB seulement. Ils peuvent également agir au
niveau des cellules effectrices de I'immunité innée. Par exemple, les cellules Treg CD4+CD25+

inhibent I'activation du métabolisme oxydatif chez les neutrophiles ainsi que leur production de
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cytokines pro-inflammatoires induite par le LPS et ce, de maniére IL-10- et TGFB-dépendante

[194].
Résolution de I'inflammation

Egression des leucocytes

L’égression correspond au passage des cellules inflammatoires, particulierement les
neutrophiles et les éosinophiles, du tissu vers la lumiére des voies respiratoires. Ce phénomeéne
est usuellement considéré comme étant pathogénique et constitue un parameétre d’évaluation
clinique des pathologies respiratoires [195]. Toutefois, ce phénoméne semble représenter un
mécanisme normal de clairance des granulocytes tissulaires. Les cellules épithéliales produisent un
gradient de chimiokines facilitant le mouvement de ces cellules dans cette direction. Cela justifie la
présence de chimiokines telles que I'éotaxine [196] et I'IL-8 [197] dans le fluide luminal
pulmonaire chez les modeles expérimentaux d’asthme éosinophilique et neutrophilique,

respectivement, et dans les pathologies pulmonaires humaines [198, 199].

Par exemple, chez le cheval, on a montré que la résolution de I'inflammation apreés le retrait
du stimulus antigénique correspond dans le temps a I'égression des neutrophiles du tissu vers la
lumiére des voies respiratoires, et a leur phagocytose par les macrophages [200]. Le passage des
granulocytes laisse I'épithélium intact grace son élasticité et a la permissivité de sa membrane
basale, ainsi qu’a la déformabilité des granulocytes [195]. Le dessein de ces cellules est d’étre
transportées par le tapis muco-ciliaire, qu’elles soient viables, apoptotiques ou phagocytosées,

afin d’étre expulsées par expectoration ou dégluties.

Processus de cicatrisation normale

Lors d’une inflammation pulmonaire « normale » causée par un trauma mécanique,
thermique ou par une infection ultimement résolue, les dommages causés au niveau de
I’épithélium sont rapidement réparés (24h) et se caractérisent par la ré-épithélialisation de la zone
de la membrane basale dénudée [201, 202]. Ce processus implique la formation d’un caillot et
d’une couche de matrice extracellulaire temporaire au site de dénudation de la membrane basale
(revu dans [203]) (Figure 18). Les plaquettes activées stimulent la vasodilatation et la perméabilité

vasculaire afin de permettre le recrutement de cellules inflammatoires. Les neutrophiles sont les
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cellules les plus abondantes dans la phase initiale de cicatrisation. Avec les macrophages recrutés
subséquemment, les neutrophiles débarrassent I’environnement des cellules apoptotiques et des
débris tissulaires. Ils produisent des cytokines et chimiokines qui amplifient la réponse cicatricielle
et favorisent I'angiogénése. Les lymphocytes T recrutés sont activés sur place et sécrétent I'lL-13,
I'lL-4 et le TGFB qui activent a leur tour les fibroblastes et les macrophages (activation
« alternative » des macrophages, voir section Macrophages) [203, 204]. Les fibroblastes activés en
contexte pro-inflammatoire sécretent I'IL-8, et ainsi peuvent maintenir le recrutement des

neutrophiles dans le tissu cicatriciel [35].

Dans le processus de cicatrisation, les fibroblastes sous-épithéliaux proliférent avec les
cellules du muscle lisse alors que la ré-innervation et la sécrétion de tachykinines s’effectuent
[201]. Les fibroblastes sécretent les protéines de la matrice extracellulaires (collagéne | et I,
fibronectine, élastine, protéoglycanes, et laminine) mais aussi les enzymes de clivage de la matrice
(MMP-2 et 9) et leurs inhibiteurs (TIMP) impliqués dans son remodelage [201, 202]. Les
myofibroblastes contractent la cicatrice et permettent sa fermeture, puis les cellules épithéliales
migrent sur la membrane basale nouvellement formée afin de reconstituer I'épithélium [203]. La
prolifération, la différentiation et la survie des cellules impliquées dans le remodelage cicatriciel de
I’épithélium sont régulées par des facteurs de croissance comme EGF, PDGF et les cytokines

reliées (TGF-a, amphiréguline, heparin binding EGF) [201].

Un équilibre dynamique entre la prolifération et I'apoptose controle le nombre de
fibroblastes et par le fait méme, I'homéostasie du dépo6t de tissu matriciel et le maintien de la
fonction physiologique de I'organe impliqué. Un processus de cicatrisation anormal a pour cause
pathologique la fibrose des tissus. La fibrose cystique, la fibrose idiopathique pulmonaire et

I’asthme sont trois des pathologies pulmonaires présentant une fibrose pathologique des tissus.
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Figure 18. Etapes de la cicatrisation normale et pathologique de I’épithélium.
Tiré de Wynn T.A., 2007 [203]

Effet de I'inflammation chronique sur la fonction respiratoire

Remodelage tissulaire

La résolution de linflammation tissulaire implique une séquence d’évenements bien
orchestrés, telle que décrite dans la section précédente, et le retour de I'organe réparé a son état
fonctionnel [202]. La persistance d’'un pathogéne dans le tissu (infection chronique) ou une
réponse immunitaire aberrante de la part de I’'h6te peuvent générer une cicatrisation excessive
compromettant la fonction physiologique du tissu. Le remodelage correspond a un changement
au niveau de l'architecture et des propriétés du tissu, découlant d’une série de cycles
d’inflammation/cicatrisation. Le remodelage des voies respiratoires chez les patients asthmatiques
implique la fibrose sous-épithéliale, 'augmentation de la masse muscle lisse, I’hyperplasie des

cellules et des glandes a mucus, des changements dans I'épithélium (prolifération ou dénudation
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changements sont associés a un déficit de la fonction respiratoire chez les patients asthmatiques

(revu dans [205]) (Figure 19).
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Asthme : définition par phénotypes cliniques

L'asthme est une maladie hétérogéne en termes de mécanismes inflammatoires et
étiologiques, et résulte d’interactions complexes entre I’'environnement et la génétique de |'hote.
Plusieurs sous-types d’asthme ou « endotypes » ont été caractérisés cliniquement [207, 208].
Encore en 2004, il n’y avait toujours pas de certitude quant a I'inclusion de ces phénotypes comme
variations cliniques d’'une méme maladie, I'asthme, ou comme des maladies distinctes. D’ailleurs,
on travaillait encore récemment a distinguer les différentes pathologies impliquant a la fois une

inflammation chronique des voies respiratoires et une obstruction respiratoire (Figure 20) [209].
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Figure 20. Relations complexes entre les différentes maladies inflammatoires
chroniques des voies respiratoires

ABPA : allergic bronchopulmonary aspergillosis. COPD : chronic obstructive
pulmonary disease (en frangais: Maladies pulmonaires obstructives
chroniques, MPQOC). Tiré de Pavord et al, 2010 [209]

Un systeme de classification a été proposé dans lequel on évalue la présence de 5
paramétres cliniques :1) I’hyperréactivité bronchique (HRB); 2) la bronchiolite; 3) I'hypersensibilité
du réflexe de toux; 4) le dommage tissulaire et 5) les facteurs extra-pulmonaires [209]. Ces
facteurs de classifications permettent de distinguer I'asthme des autres maladies respiratoires
chroniques présentant une symptomatique similaire. On identifie aujourd’hui a I'asthme les
conditions ol I'on observe une obstruction variable du débit respiratoire et de I’HRB. Ceci est en
opposition avec I'obstruction respiratoire irréversible associée a la MPOC. Différents phénotypes
cliniques d’asthme ont aussi été définis selon I'age d’apparition de la maladie, la cause, le type

d’inflammation et le degré de sévérité [207] (Tableau IV). On définit un « phénotype » comme
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« les caractéristiques visibles d’un organisme résultant de l'interaction entre son profil génétique

et I'environnement » [210]. Il est a noter que les phénotypes, tels que décrits dans le Tableau IV

ne sont pas mutuellement exclusifs entre eux.

Tableau IV. Phénotypes cliniques d’asthme.

Phénotype clinique

Caractéristiques

Asthme infantile
Respiration sifflante
transitoire

Respiration sifflante
non-atopique chez les
jeunes enfants

Respiration sifflante

/asthme IgE-
dépendant persistant
Asthme infantile
tardif

Asthme persistant de
I"enfance a I'dge
adulte

Asthme de I'adulte
(adult-onset
asthma)

Asthme

« extrinseque » ou
allergique

Asthme

« intrinseque »

Sous-types cliniques
Sensibilité a I'aspirine

(aspirin-induced asthma

(AIA))

Associé aux infections

Respiration sifflante chez I'enfant de < 3 ans

Respiration sifflante chez I'enfant de < 3 ans

Histoire d’infection virale des voies respiratoires inférieures

Altération du contrdle du tonus des voies respiratoire : susceptibilité a développer de
I’obstruction respiratoire en réponse a une infection virale. Traitement spécifique :
Montelukast (antagoniste des récepteurs aux leucotriénes)

Associé a un haut niveau d’atopie, a I'HRB et a une fonction respiratoire altérée.

Affecte surtout les femmes pendant ou suivant la puberté

L’atopie est la cause principale de 'HRB

Présence d’inflammation des voies respiratoires continue

Facteurs de risque : apparition précoce de la maladie, sexe féminin, atopie, eczéma, fonction
respiratoire altérée et HRB.

Plus hétérogéne que I'asthme infantile persistant, mélange de phénotypes allergique, infectieux
et autres. Souvent associé a une fonction pulmonaire inférieure par rapport a I’'asthme infantile
persistant.

Test cutané positif, a débuté avant I'age de 30 ans, fréquence des exacerbations plus élevée et
associées a |'exposition a I'allergéne.

Non-allergique (pas de réactivité au test cutané, pas d’IgE circulant spécifique aux allergenes
communs), a débuté apres 40 ans, prédominance chez les femmes, haut degré de sévérité,
association plus fréquente avec les polypes nasaux, pas de prédisposition familiale claire.

Associé a la rhinosinusite chronique hyperplasique, aux polypes nasaux et aux attaques
asthmatiques suivant I'ingestion d’AINS. Inflammation éosinophilique

Prévalence de 10 a 20% chez les adultes asthmatiques, plus forte chez les femmes,
phénotype sévere, faibles évidences d’atopie. Associé a une production élevée de
leucotriénes et a une réduction de la production de PGE, par les fibroblastes.

Associé aux infections avec Chlamydia pneumoniae ou Mycoplasma pneumoniae

respiratoires chroniques et

persistantes

Asthme occupationnel

Asthme sévere

Asthme enclin aux

exacerbations ou asthme

quasi-mortel

Prévalence élevée dans cette catégorie (15- 20%). Causes immunologiques (IgE-dépendant
ou non) ou non-immunologiques (irritants de bas poid moléculaire, irritant-induced
asthma ou syndrome réactionnel des voies respiratoires, ex. exposition au chlore ou a la
fumée).

Dans I'enfance et chez I'adulte

Causé par des facteurs immunologiques ou non. Inflammation éosinophilique ou non-
éosinophilique

Les facteurs de risques majeurs incluent des exacerbations séveres récurrentes avec
hospitalisation, visites a I'urgence durant I'année précédente et facteurs psychologiques.
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Asthme avec obstruction Malgré la définition de I'asthme comme condition d’obstruction réversible des voies

fixe des voies respiratoires  respiratoires, développement graduel d’'une obstruction irréversible ou fixe chez 35-50%
des asthmatiques. Facteurs de risque: sexe masculin, absence d’atopie, apparition a I'age
adulte, persistance de I'inflammation éosinophilique malgré traitement intensif.
Remodelage des voies respiratoires centrales (fibroblastes et muscle lisse)

Asthme résistant aux CS Inflammation tissulaire persistante malgré un traitement avec de fortes doses de CS
inhalés ou oraux.
La résistance aux CS est acquise chez 95% des patients asthmatiques

Revu dans [207, 210, 211]

L’asthme extrinséque: hypersensibilité de type | et atopie

Il s’agit du phénotype le plus commun, particulierement chez les enfants (>80%), puis chez
I"adulte (>50%) [212]. Il implique une sensibilisation allergique suivant I'exposition a des allergenes
t6t dans I'enfance et une histoire familiale d’allergie. On s’explique encore mal le phénoméne par
lequel les enfants sensibilisés développent ou non des symptémes respiratoires. L'asthme
extrinseque est associé a I'atopie. En 2001, on définissait I'asthme dans le New England Journal of
Medecine sur la base de la présence d’atopie et de son interaction avec les facteurs
environnementaux (exposition aux allergenes, virus et agents occupationnels) [213]. Toutefois,
cette définition s’est révélée erronée étant donnée la prévalence considérable d’asthme non-
allergique ou « intrinséque», qui n’est pas lié a la détection d’anticorps sériques spécifiques pour
un des allergenes répertoriés. Il est a noter que l'atopie n’est pas toujours responsable des
réponses allergiques (hypersensibilités de type 1) et de la production d’IgE en général (aussi lors
de la réponse antiparasitaire). Tout individu peut produire des IgEs dans certaines circonstances,
soit lorsque I'exposition allergénique est particuliére et trés puissante (ex. venin d’insecte ou
drogue), alors que les atopiques répondent par une production d’IgEs a des expositions normales
d’allergenes communs. Le World Allergy Organization défini I'atopie telle que:

« Atopy is a personal and/or familial tendency, usually in childhood or
adolescence, to become sensitized and produce IgE antibodies in response to
ordinary exposures to allergens, usually proteins. As a consequence, these
persons can develop typical symptoms of asthma, rhinoconjunctivitis, or
eczema » [212].

Essentiellement, les mécanismes impliqués dans la réponse allergique sont ceux décrits
dans la section précédente sous la section Th2 (Figure 21) [214]. On a aussi montré que la
production basale de cytokines de type Th2 chez les individus atopiques est plus élevée que chez

les sujets sains ou asthmatiques non-atopiques [215], justifiant la propension des patients
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atopiques a produire des IgEs en grande quantité. Chez 'homme toutefois, le paradigme Th2 n’est
pas aussi clair que chez les modéles murins lors d’une réponse allergique et un éventail de
cytokines Th1 et Th2 est produit, avec une balance favorable pour le profil Th2 chez les atopiques
[214]. D’ailleurs, on a montré que I'exacerbation clinique de I'asthme chez des patients atopiques
est associée a une production élevée de cytokines de types Thl par les leucocytes sanguins mis en
culture [215, 216]. Des études rétrospectives quant a Il'utilisation de traitements anti-IgEs (ex.
omalizumab : empéche la liaison aux FceRIs) démontrent par ailleurs que ce ne sont pas tous les
patients avec un diagnostique d’asthme allergique qui répondent a la thérapie anti-IgEs [210]. Ces
observations suggérent que des mécanismes complexes sont responsables de |'expression clinique

de I'asthme allergique.
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Figure 21. Le paradigme Th2 associé aux maladies atopiques.

Ag : antigen, MBP : major basic protein, ECP : eosinophil cationic protein. Tiré de El Biaze M. et collegues,
2003 [214]

L’asthme intrinseque et mécanismes impliqués

L’asthme intrinseque est moins commune que I'asthme extrinseque et est estimé a 10%
parmi la population de patients ayant développé I'asthme a I’'dge adulte (revu dans [211]). On ne
sait pas encore s’il existe une augmentation de la prévalence de ce type d’asthme dans les pays
industrialisés comme c’est le cas pour I'asthme extrinséque et les autres maladies d’ordre
allergique. Parce qu’on peut aussi détecter une augmentation de la concentration d’IgE sanguins
totaux chez les asthmatiques intrinseques, on suggere qu’il puisse étre causé par une
sensibilisation a un allergene non commun ou alors qu’un test cutané d’allergie aurait été positif

chez ces patients dans I'enfance mais ne I’est plus a I’age adulte. Cliniquement, les parameétres de



68
I’'asthme intrinseque sont similaires a ceux de I'asthme extrinséque : obstruction variable des voies
respiratoires et traitement des symptomes avec des bronchodilatateurs ou des corticostéroides (a
plus forte dose). Aussi, les deux types d’asthme peuvent étre exacerbés par des causes non-
spécifiques similaires comme les irritants, I'exercice ou l'air froid, suggérant I'implication de
mastocytes sensibilisés (liés aux IgEs) dans les deux cas. En effet, on a rapporté que le méme type
d’inflammation pouvait étre observé dans les voies respiratoires des patients asthmatiques
intrinseques et extrinseques, soit 'activation des mastocytes et des cellules T, le recrutement
d’éosinophiles, la présence de cytokines Th2 et de chimiokines pour les éosinophiles, la synthése
locale d’IgEs et I'expression du FceRI (revu dans [211]). On suggére qu’une réponse allergique
« entopique », définie par une allergie locale des muqueuses chez les individus non-atopiques, soit
en cause chez ces patients [217].

Un autre mécanisme proposé est le développement d’une réponse IgE-spécifique envers
les épitopes de pathogenes dont I'infection des voies respiratoires supérieures est connue comme
pouvant exacerber les symptomes de |'asthme intrinseque. Un rble prometteur pour les
entérotoxines ou superantigénes provenant de Staphylococcus aureus a d’ailleurs été décrit [211,
218]. Ces superantigenes sont libérés lors de I'infection des cellules épithéliales par S aureus et
peuvent promouvoir la prolifération CMHII-dépendante des cellules T et B ainsi que la
commutation de classe d’lgs vers I'lgE. lls ont été identifiés chez des patients asthmatiques
séveres et sensibles a 'aspirine. Les superantigénes peuvent étre produits par d’autres types de
bactéries, virus, parasites et champignons et contribuer a induire la corticorésistance et le
développement d’une réponse Th17 favorisant I'inflammation neutrophilique. L'implication d’'une
réponse auto-immune sous-jacente a l'asthme intrinséque a aussi été mise en évidence. Des
anticorps circulants anti-cytokératine et a-énolase, deux protéines des cellules épithéliales, ont
été détectés chez ces patients. lls pourraient contribuer a endommager I'épithélium, facilitant
ainsi la pénétration tissulaire des pathogénes, et la production de superantigénes capables de

déclencher une inflammation de type allergique.

L’asthme occupationnel se définit comme une forme d’asthme causée spécifiquement par
une exposition a des agents présents dans I'environnement de travail : poussiéres en suspension,

gaz, vapeurs ou fumées [219]. Il représente environ 10% des phénotypes asthmatiques adultes
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[220]. Les agents responsables de I'asthme occupationnel sont catégorisés en fonction de leur
taille : 1) les agents de haut poid moléculaire, des protéines (>5000 Da) ; et 2) de faible poid
moléculaire, souvent des produits chimiques (ex. : isocyanates, <5000 Da). Les premiers suscitent
fréquemment une réponse immunitaire dirigée par les IgEs et une inflammation éosinophilique,
avec une période de latence liée au temps de sensibilisation allergique a I'agent en question [220].
La physiopathologie de I'asthme occupationnel causé par des agents de faible poid moléculaire est

moins bien comprise, mais implique fréquemment une inflammation neutrophilique [221].

Autres spécifications et terminologies par rapport a I’asthme sévére

Les patients atteints d’asthme stable ne requiérent pas de médication de secours (B,-
agonistes de courte durée), ne présentent pas d’exacerbation et n’ont pas utilisé de stéroides
systémiques dans les 12 derniers mois. Les patients avec de I'asthme instable ou réfractaire
nécessitent une hospitalisation et le recours a des doses de CS orales au moins 3 fois durant
I’'année. Ces derniers prennent des CS inhalés en fortes doses et des ,-agonistes de longue durée
pour 6 mois consécutifs ou plus [222]. lls représentent 40% des patients atteints d’asthme sévére
[210]. Les asthmatiques sévéres présentent moins d’atopie, une fonction respiratoire inférieure et
une histoire de pneumonie plus fréquente que les patients atteints d’asthme léger. Quant a la
résistance aux CS, elle est observable a tous les niveaux de sévérité de I'asthme, mais est
particulierement associée aux phénotypes séveres. La résistance aux CS peut s’expliquer par divers
mécanismes tels des anomalies au niveau de la déacétylation des histones, la surrégulation de
I'isotype B du récepteur aux CS (non-fonctionnel), des interférences empéchant la liaison des CS a
leur récepteur (GRa), etc (revus dans [223]). Parce que les neutrophiles prédominent dans les
voies respiratoires chez plusieurs patients atteints d’asthme séveére, on a suggéré que ces cellules
étaient résistantes a 'effet des CS. En effet, les CS retardent I'apoptose des neutrophiles humains
[224] contrairement aux éosinophiles et ils expriment en proportion élevée l'isoforme 3 du
récepteur aux CS [225]. Toutefois, on ne connait pas encore I'effet global des corticostéroides sur

les fonctions pro-inflammatoires du neutrophile. Des études sont actuellement en cours a ce sujet.

Phénotypes cliniques basés sur le type d’inflammation

A la fin du 19° siécle, on a pu associer I'inflammation éosinophilique a I’HRB associée a la

phase tardive de I'asthme grace au développement de colorations a base d’aldéhyde (Paul Ehrlich)



70
(revu dans [226]). Cette avancée a donné lieu a « I’'Hypothése de I'asthme éosinophilique» et
I'utilisation de corticostéroides pour traiter ce type d’inflammation et de bronchodilatateurs pour
renverser 'HRB révolutionna alors les soins cliniques de I'asthme. Toutefois I'hypothése de
I’'asthme éosinophilique a été remise en question dans les années 1989-1995 lorsque des patients
ne présentant pas d’HRB mais une inflammation éosinophilique répondaient trés bien aux
corticostéroides, ou inversement (présence d’HRB sans éosinophiles) [226]. L'asthme se
caractérise en fait par différents types d’inflammation des voies respiratoires, soit éosinophilique,
neutrophilique ou paucigranulocytique (niveaux normaux d’éosinophiles et de neutrophiles). Les
formes d’asthme plus sévéres tendent a s’associer a une inflammation mixte éosinophilique-
neutrophilique. Les formes quasi-mortelles d’asthme ainsi que I'asthme occupationnel sont
généralement associés a l'inflammation neutrophilique [207]. Toutefois, des phénotypes plus
légers ont aussi été caractérisés par ce type d’inflammation [227].

Une étude a montré que la présence d’éosinophiles dans I'expectoration des patients
asthmatiques se traduit également par la présence d’une inflammation de méme type dans le
lavage bronchoalvéolaire (LBA) et les tissus pulmonaires (muqueuse des voies respiratoires,
évaluée par biopsie bronchiques) [228]. Ces observations ne sont pas valables pour les
neutrophiles cependant, dont le % dans le LBA et la muqueuse ne differe pas de celui des patients
éosinophiliques et des controles, contrairement au % de neutrophiles retrouvé dans
I’expectoration. On qualifie d’éosinophilique une inflammation lorsque >3% des cellules sont
représentées par des éosinophiles dans I'expectoration, alors que >1% est considéré anormale. Ce
seuil est basé sur le fait que les patients présentant >3% d’éosinophiles répondent mieux aux
corticostéroides. L'inflammation neutrophilique est définie par la présence de >61% de
neutrophiles dans I'expectoration. Il est a noter que le % de neutrophiles change avec I'age et que
I'inflammation neutrophilique est en général associée a une augmentation du nombre de cellules
totales et au degré d’obstruction fixe des voies respiratoires, paramétres qui n’ont pas encore été
intégrés dans la définition de ce phénotype. L'inflammation non-éosinophilique n’est pas
nécessairement associée a la prise antérieure de corticostéroides (résolution de I'inflammation
éosinophilique) car elle caractérise aussi une sous-population de patients n’en ayant jamais utilisé,
estimée a 30% [226]. La Figure 22 montre la proportion de chaque phénotype inflammatoire dans

une sous-population de patients référés par une clinique de soins tertiaires et qui utilisaient des
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corticostéroides pour soulager leurs symptomes. Ainsi, la proportion de chaque phénotype
dépend de la sélection des patients. Ici par exemple, le profil mixte n’a pas été répertorié
(corticostéroides-résistants). Il est a noter que le fait d’évaluer le nombre absolu de granulocytes
recrutés dans les voies respiratoires devient problématique lorsque le nombre de cellules totales

augmente (ex. certains cas de MPOC, bronchiectasie, infection bactérienne).[226]

W Eosinophilic
O Meutraphilic
O Paucigranul ocytic

Figure 22. Phénotype inflammatoire dans I'expectoration chez
des patients atteints d’asthme stable.
Tiré de Gibson et al, 2009 [226].

Les phénotypes associés aux différents types d’inflammation ne permettent pas d’étre
discernés de maniére certaine sur la base d’'une évaluation clinique seulement. Toutefois, les
patients atteints d’asthme neutrophilique tendent a étre plus vieux, a avoir une prévalence pour
I’obstruction fixe des voies respiratoires, une histoire de fumeur ainsi qu’une prévalence moindre
pour |'atopie. Les patients présentant I'asthme éosinophilique tendent a étre plus jeunes et a avoir

une hyperréactivité des voies respiratoires plus sévere [226].

Le role de I'immunité innée dans I'asthme allergique et "I’hypohtese de I’hygiéne”

Les plus récentes recherches dans le domaine de I'asthme indiquent que cette maladie ne
repose pas uniquement sur un défaut de la réponse spécifique a I'antigene, mais que le dialogue
entre les branches innée et acquise de I'immunité est crucial pour l'initiation et le développement
de cette pathologie.

L'hypothese de I'’hygiéne (hygiene hypothesis) a été proposée par David P Strachan en
1989 alors qu’il établissait une relation inverse entre la prévalence de manifestations atopiques
(rhinite et eczéma) et le nombre de fréres et sceurs ainés dans une population de jeunes adultes
britanniques (n = 17 414) suivis depuis leur naissance [229]. Il suggérait a I'époque que la

fréquence plus élevée d’infections transmises entre freres et sceurs dans I’enfance soit protectrice

contre le développement de I'atopie. Ainsi, 'amélioration de I’hygiene de vie et des standards de
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propreté avec la diminution de la taille des familles pourrait étre en cause dans I'augmentation de
la prévalence de maladies atopiques observée au méme moment. Bien que certaines études aient
obtenu des résultats similaires, d’autres associations et possibles causes de I'augmentation de la
prévalence d’atopie ont été proposés par le méme auteur 10 ans plustard [230]: 1) effet
socioéconomique : augmentation de la prévalence d’atopie chez les enfants de familles aisées; 2)
diminution de la prévalence d’atopie chez les enfants ayant grandit sur une ferme et ayant eu des
contacts avec des animaux domestiques (chiens, vaches); 3) augmentation de la prévalence avec la
prise d’antibiotique et inversement, avec un mode de vie anthroposophique (ex. écoles de
Steiner : alimentation organique/nourriture fermentée, vaccination et médications réduites). Un
article récent semble confirmer I'effet protecteur d’'un mode de vie agricole particulierement sur
la prévalence d’atopie et dans une moindre mesure, sur celle de I'asthme chez des enfants vivant
sur une ferme [231]. Cette étude montre par contre que la diversité des microorganismes
retrouvés a l'intérieur des maisons est inversement associée a la prévalence d’asthme, mais pas
d’atopie. Parmi les mécanismes possibles, I'activité immunorégulatrice de ces microorganismes
sur I’'hote ou leur l'effet compétitif sur la colonisation des voies respiratoires par d’autres

pathogenes qui eux sont associés au développement de I'asthme, sont avancés par les auteurs.

Depuis la stipulation de cette hypothese, plusieurs études ont été menées afin de
caractériser le role des microorganismes et de la réponse immunitaire innée dans la pathogénie
des maladies inflammatoires chroniques, particulierement de I'asthme. Ainsi, a I'aide de modeéles
murins, on a montré que le développement d’une réponse acquise de type Th2 était dépendante
de la voie de signalisation TLR-MYD88 [171, 232-234]. Les cellules épithéliales semble contribuer
pour leur part a I'activation des cellules dendritiques (induction de OX40L) et au développement
de la réponse allergique par la sécrétion de cytokines et chimiokines favorisant la réponse de type
Th2 (CCL20, TSLP, IL-33, IL-25) (revu dans [60]) et ce, de maniére TLR4-dépendante [171].
Toutefois, la sensibilisation a un nouvel antigene peut se faire de maniéere indépendante a la
branche de I'immunité innée dans un poumon qui est déja aux prises avec une inflammation
allergique, un processus nommé « sensibilisation collatérale » [235]. Dans ce cas, I'lL-4 sécrétée
dans le milieu agit sur les cellules dendritiques et les lymphocytes naifs pour favoriser leur
activation et leur polarisation. Cette situation décrit bien la tendance des individus atopiques a

étre sensibilisés a plusieurs allergénes étant donné que leurs lymphocytes produisent
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spontanément plus d’IL-4 [216]. Le GM-CSF et le TNF, aussi sécrétés lors de la réponse allergique,
semblent jouer des roles similaires [233, 236].

Ainsi, selon ces approches, la sensibilisation allergique initiale implique qu’un signal de
danger soit transmis via I’activation des TLRs exprimés par les cellules de 'immunité innée. Celui-ci
favorise ensuite I'activation des cellules dendritiques ayant capturé un antigene inhalé, leur
expression de molécules de co-stimulation et leur migration vers les nceuds lymphatiques
pulmonaires. Ces événements permettraient de dévier I’acquisition de la tolérance immunologique
envers l'antigéne inhalé. Aussi, il implique qu’une réponse immunitaire innée aberrante soit
présente chez les individus susceptibles aux allergies ou qu’alternativement [237, 238], la
sensibilisation allergique survienne collatéralement a une inflammation causée par I'infection des
voies respiratoires [239]. Il est a noter que certains allergenes posseédent une activité protéase
intrinseque comme par exemple les antigénes des acariens (house dust mites) et d’Aspergillus
fumigatus et peuvent activer d’eux-mémes la signalisation via le clivage de récepteurs tel le
Proteinase-activated receptor (PAR)-2 [240].

On a suggéré, en lien avec la théorie de I'hygiene, que la maturation du systeme
immunitaire s’effectue en bas age par contact avec des microorganismes et qu’elle soit une étape
clé dans la protection contre le développement des maladies allergiques en déviant la réponse
immunitaire Th2 vers type Thl. En effet, les cellules immunitaires des nouveau-nés adoptent une
réponse immunitaire biaisée vers le type Th2 en réponse a des allergénes communs, qu’elles
soient isolés de nouveau-nés ayant un faible ou haut risque de développer de I'atopie [241]. Ce
biais de la réponse immunitaire vers le type Th2 est observable chez les poulains [242] et les
souriceaux [243] également. Les mécanismes expliquant ce phénoméne ont été investigués chez
ces derniers. Ainsi, on a montré que lors d’'une réponse immunitaire secondaire a un antigéne
rencontré avant 6 jours d’age, les lymphocytes Thl subissaient I'apoptose alors que les
lymphocytes Th2 proliféraient et dominaient la réponse immunitaire [243]. En fait, dans ces
conditions, les lymphocytes Thl ont une expression augmentée d’IL-13Ral via lequel leur
apoptose est induite par I'IL-4 ou I'lL-13 sécrétés par les lymphocytes Th2. A partir de 6 jours
d’age, on note une augmentation du nombre de cellules dendritiques qui expriment I'lL-12 suivant
leur rencontre avec I'antigéne ce qui permet d’inhiber I'expression du récepteur a I'lL-13Ral par

les lymphocytes Thl et ensuite, d’induire leur production d’INFy. Des différences de méthylation
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au niveau du locus Th2 chez les cellules T naives des nouveau-nés par rapport aux lymphocytes T
d’adultes peuvent également expliquer ce phénomene (revu dans [244]).

Les mécanismes sous-jacents a la théorie de I'hygiéne et de la maturation du systeme
immunitaire tels qu’expliqués ci-haut ne permettent pas d’expliquer la hausse de la prévalence
des maladies autoimmunes (ex. diabéte de type 1, maladie de Crohn, sclérose en plaque), celles-ci
impliquant souvent une réponse a médiation cellulaire dirigée par les cytokines de type Th1, dans
les régions ou la prévalence de maladies allergiques I'est aussi (revu dans [245]). D’ailleurs, les
infections parasitaires s’associant a une réponse Th2 peuvent aussi prévenir le développement de
I'atopie, ce qui peut sembler paradoxal. Ces controverses peuvent s’expliquer par divers
mécanismes (revus dans [245]). Premiérement, une compétition antigénique pourrait s’effectuer
lors d’une infection et favoriser le développement des lymphocytes spécifiques a I'agent
infectieux (forte réponse immunitaire) au détriment des lymphocytes spécifiques aux auto-
antigénes ou aux allergénes (réponse faible). Autrement, linfection peut favoriser le
développement de lymphocytes T, (CD4'CD25FoxP3*), NKT ou lymphocytes B, ayant une action
immunorégulatrice outrepassant le spectre des antigenes de I'agent infectieux, via la production
d’IL-10 et de TGF-B. Ceci est aussi en accord avec le fait que I'on retrouve moins de T, dans les

poumons des patients asthmatiques en comparaison avec les sujets normaux [246].

Génétique de I'asthme

L'asthme extrinseque possede sans contredit une composante génétique. Un enfant ayant
un ou des parents asthmatiques est a plus fort risque de développer la maladie par rapport aux
enfants ayant des parents non-asthmatiques [247, 248]. Toutefois cette tendance familiale est
dépendante de la présence d’atopie puisqu’elle-méme possede une forte composante génétique
[249]. Ainsi, on ne reconnait pas clairement la composante génétique de I'asthme intrinseque. On
considére plutot que I'environnement est un facteur de risque plus important pour ce phénotype
[211]. Les génes codant I'lL-13, IL-4, IL-10, le TNF, le récepteur a I'lL-4 (IL4RA), le CD14 et les génes
liégs au complexe majeur d’histocompatibilité (HLA), ont été associés a I'asthme en utilisant
I'approche par genes candidats (revu dans [250]). Cette approche sélectionne des génes
surrégulés ou impliqués dans les voies de signalisation associées a la pathologie, découverts par

exemple par l'utilisation de modeéles expérimentaux, et tente d’évaluer si des polymorphismes
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mononucléotidiques (SNPs, single nucleotide polymorphims) fonctionnels sont présents dans ces
genes et liés a I'asthme dans une population d’individus incluant des cas et des controles.

Par exemple, un SNP causant un changement d’acide aminé en position 576 sur le géne de
I'IL4RA augmente le risque de développer un phénotype atopique (9.3X) et est associé a la sévérité
de I'asthme chez les patients homozygotes pour I'alléle portant ce polymorphisme [251]. Des
études fonctionnelles ont permis de montrer que ce polymorphisme provoquait un gain de
fonction du récepteur se traduisant par une augmentation de I'expression du récepteur de faible
affinité aux IgEs, le CD23, par les leucocytes mononucléaires stimulés avec I'lL-4 [252]. Une autre
variation génétique sur ce géne (position 50), aussi associée a l’atopie, provoque une
augmentation du taux de prolifération des lymphocytes B, de |'activation de STAT-6 et du
promoteur du gene des IgEs (Ig germline (1) [253]. Une augmentation de la sensibilité a I'lL-4 a
aussi été rapportée chez les patients atteints de fibrose cystique associée a I'aspergillose broncho-
pulmonaire allergique [254].

Dans le méme ordre d’idée, mais cette fois en lien avec la réponse immunitaire innée, des
polymorphismes associés aux genes codant les récepteurs de MMAPs ont été associés a I'asthme.
Le CD14 a pour sa part un SNP sur la région 5’ non-codante qui est associé a la concentration
d’IgEs et de CD14 soluble (CD14s) dans le sérum et a la production d’INFy par les leucocytes [255].
Il semble exister une importante influence de I’environnement sur I'expression de la pathologie en
rapport avec la présence de ce polymorphisme. Donc, les individus portant le génotype CC sont
« protégés » contre le développement des allergies s’ils sont exposés a de fortes concentrations de
LPS et inversement [256]. Ces interactions semblent toutefois complexes et a I'origine de résultats
discordants par rapport a I'association de modifications génétiques associées au gene CD14 et a
I’'asthme (revu dans [257]). Des associations similaires sont obtenues avec les génes TLR2 [237],
TLR4 [258, 259] et TLRY [260]. Il est d’ailleurs intéressant de constater que I’association entre la
présence de polymorphismes dans le gene du TLR2 et I'asthme semble étre indépendant de
I'atopie [237]. Pris ensemble, ces résultats suggérent que des variations génétiques associées a la
fois aux génes de I'immunité innée et acquise influencent le développement des allergies et de
I’'asthme, et ce, en interaction avec I'environnement, ce dernier pouvant contribuer jusqu’a 50% a
I'expression d’un phénotype associé a un variant génétique donné [250]. Les facteurs

environnementaux pouvant influencer la susceptibilité d’un phénotype génétique incluent
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I’exposition aux endotoxines, au diésel, a la fumée de cigarette, aux aéroallergéenes, a la diéte, aux
infections virales et a I'environnement in utero [250]. A noter également I'effet de I'interaction
entre les genes eux-mémes, tel que rapporté pour IL4 et TLR4 et leur association avec I'asthme

[261].

Le métabolisme de la L-arginine dans I'asthme

Durant ces dernieres années, on a porté une attention particuliere au métabolisme de la L-
arginine et a son réle potentiel dans la physiopathologie de I'asthme. Une des premiéres études a
soulever cet intérét a été effectuée par Zimmerman et collegues, dans laquelle I'expression
génique pulmonaire associée a la réponse allergique a été comparée chez deux modéles murins
sensibilisés a des allergenes différents (ovalbumine et Aspergillus fumigatus) [262]. Chez les deux
modeles, on a observé une importante surrégulation des génes associés au métabolisme de la L-
arginine, soient les isoenzymes 1 et 2 de I'arginase, ainsi que d’un transporteur membranaire de la
L-arginine (CAT-2). L’activité de I'arginase et de la synthese de putrescine, une polyamine dérivée
du métabolisme de la L-arginine (Figure 23), sont aussi surrégulées dans les poumons des souris
exposées aux deux types d’allergénes. Ces auteurs ont montré que I'expression de I'arginase 1
était fortement régulée par les cytokines IL-4 et IL-13 (Th2) de maniére STAT6-dépendante,
contrairement a I'arginase 2. L'augmentation de |'expression de I'arginase ou de son activité chez
les patients asthmatiques a également été démontré dans cette étude et d’autres, tant au niveau
pulmonaire que périphérique [263-265]. De plus, des polymorphismes présents dans les genes
codant I'arginase 1 et 2 sont d’ailleurs liés au risque de développer I'asthme chez les enfants [266,
267] ainsi qu’au degré de sévérité de I'asthme et a la réponse aux traitements chez les adultes

asthmatiques [268].
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Figure 23. Métabolisme de la L-arginine.

La L-arginine du milieu est transporté via le Cationic amino acid transporter (CAT)-2 (y+)
et métabolisée par I'arginase pour générer la L-ornithine et I'urée. La L-ornithine est par
la suite métabolisée en polyamines (putrescine, spermidine et spermine) via I'ornithine
décarboxylase (ODC) et en L-proline via I'ornithine aminotrasférase (OAT). L’arginase
entre en compétition directe avec la NOS pour I'utilisation de la L-arginine. Modifiée de
Maarsingh et al, 2008 [269]

Plusieurs études ont mis en évidence les mécanismes pouvant expliquer la contribution de
I'activité de I'arginase dans la pathophysiologie de I'asthme. Citons entre autres son effet sur la
contraction du muscle lisse, qui s’effectue par l'utilisation compétitive du substrat principal de la
NOS (L-arginine) pour la synthése de NO, un agoniste relaxant du muscle lisse bien connu puisque
effecteur exclusif du systéme nerveux iNANC chez 'lhomme [270]. Ainsi une augmentation de
I'activité de I'arginase correspond a une diminution de la disponibilité de la L-arginine et de la
synthése de NO par la NOS constitutive. Méme si I'affinité (valeurs de Km) pour la L-arginine de la
NOS et de l'arginase est de I'ordre micromolaire (uUM) et millimolaire (mM), respectivement, le
Vmax de I'arginase est 1000 fois supérieur a celui de la NOS permettant de justifier I'interaction
compétitive entre ces enzymes [271, 272]. Ces observations se sont concrétisées dans une étude
ex vivo de Maarsingh et collegues en 2005, dans laquelle ils ont utilisé des inhibiteurs de la NOS (L-
NNA) et de I'arginase (nor-NOHA) ainsi que de la L-arginine exogene sur des anneaux de trachée
de cobayes [273]. Ten Broeke et collaborateurs ont également montré le role déterminant du NO
sur la contraction du muscle lisse in vivo a I'aide un modéle murin transgénique pour la eNOS dont
I’hyperréactivité bronchique est abolie suivant une provocation antigénique par rapport aux souris
de type sauvage [274]. De plus, le NO posséde un effet inhibiteur sur le facteur de transcription

NF-kB, dans certaines circonstances, et sur la production de cytokines pro-inflammatoires [275,
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276]. Il diminue aussi le recrutement de cellules et la production de cytokines associées a la
réponse allergique dans les poumons [274]. De cette maniere, une augmentation de |’expression
et de I'activité de I'arginase peut contribuer a amplifier I'inflammation.

Il est a noter que paradoxalement, les niveaux de NO retrouvés dans le condensat d’air
expiré sont élevés chez les patients atteints d’asthme. On attribue cette augmentation a
I’expression d’iNOS, dont la capacité de synthése de NO (portion réductase de I'enzyme) associée
avec la production de réactifs de I'oxygene (portion oxygénase) est grandement supérieur aux NOS
constitutives (voir section Neutrophiles) [277]. 1l a été suggéré que le NO soit un marqueur de la
présence d’'une inflammation éosinophilique [278-280] et de l'atopie [281]. De ce fait, une
augmentation de la concentration en NO expiré correspondrait a une attaque aigué d’asthme
extrinseque. De récentes études effectuées sur de larges population de patients suggerent
toutefois que le NO expiré provenant du compartiment alvéolaire ou bronchial n’est corrélé ni a la
sévérité de la maladie ni au niveau de controle des symptomes [282] et que le suivi médical basé
sur la mesure du NO ne permet pas d’améliorer globalement les symptomes, la fonction
pulmonaire, ou de diminuer la fréquence d’acces aux soins de santé [283].

L'arginase pourrait aussi contribuer au remodelage des tissus entourant les voies
aériennes chez les patients asthmatiques. Les produits dérivés de I'activité de |’arginase peuvent
influencer la prolifération cellulaire (polyamines) et participer a la synthése de collagene (L-
proline) (Figure 23) (revus dans [269, 284]). En effet, la L-proline est un composant essentiel du
collagéne et I'augmentation de sa synthese est associée a la fibrose tissulaire chez un modele
murin infecté par des parasites et dont I'expression d’arginase 1 est surrégulée [285]. Les
arginases 1 et 2 semblent d’ailleurs jouer un réle important dans la fibrose pulmonaire induite par
la bléomycine chez la souris [286]. La synthése de polyamines, pour sa part, est induite par
transfection du gene de I'arginase dans des macrophages humains et est associée a la prolifération
de cellules tumorales en co-culture [287]. Les polyamines sont requises pour la prolifération et la
différentiation des cellules en général [288] via leur activité sur les histones acétylases et
I’'hyperacétylation de la chromatine [289] et ce, pour plusieurs types de cellules de structure

pulmonaires (fibroblastes [290], cellules endothéliales [291] et musculaires lisses [292, 293]).
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Les neutrophiles et le métabolisme de la L-arginine chez 'homme

L'utilisation d’inhibiteurs de I'arginase a permis de démontrer la contribution importante
du métabolisme de la L-arginine dans l'apparition des caractéristiques physiopathologiques
typiques de I'asthme chez la souris [263] et le cobaye [294, 295] sensibilisés et exposés a un
allergéne. Les mécanismes décrits jusqu’a présents chez la souris suggerent que ce sont les
macrophages qui représentent une source principale d’arginase 1 dans ce contexte [262, 263].
L'expression d’arginase 1 est d’ailleurs considérée comme un marqueur de la polarisation des
macrophages activés de maniére alternative (par les cytokines de type Th2) chez la souris [66].
Toutefois, chez I'homme, ni les monocytes circulants, ni les macrophages polarisés par I'lL-4 ou
présents au site de I'inflammation allergique n’expriment I'arginase 1 [296-298]. Les neutrophiles
humains, par contre, expriment constitutivement I'arginase 1 dans leurs granules, sans étre
régulée davantage par les cytokines de type Th2 [296, 299]. Tout de méme, on associe les
neutrophiles exprimant I’arginase 1 a plusieurs contextes associés a I'inflammation chronique des
tissus, incluant certains cancers [300, 301], infections parasitaires [302] ou fongiques [296], les
ulceres [303], la cicatrisation de la peau [304], I'arthrite rhumatoide [305] ou I'environnement
placentaire [306]. Par conséquent, on peut s’interroger quant a la relation existant entre les
neutrophiles recrutés dans les voies respiratoires des patients asthmatiques et les conséquences
physiopathologiques associées a une activité élevée de I'arginase (bronchoconstriction,
prolifération cellulaires et dépot de collagene). D’ailleurs, il est a noter que les éosinophiles
circulants ou présents au site de I'inflammation chez les patients asthmatiques ne représentent
pas une source d’arginase 1 [298], suggérant que celle-ci pourrait étre déterminante dans la
pathogénese de I'asthme neutrophilique.

En plus de son role probable dans le remodelage tissulaire et la bronchoconstriction,
I'arginase exprimée par le neutrophile posséde d’autres fonctions biologiques. Notamment,
I'apauvrissement en L-arginine du milieu phagosomal et extracellulaire, contribuerait a limiter la
survie des microorganismes ingérés [307] et a influencer les facultés de réponses des lymphocytes
[300, 303, 306], respectivement. Ainsi, en présence de faibles concentrations extracellulaires de L-
arginine, I'expression membranaire des chaines T du récepteur des lymphocytes T (TCR) et leur

prolifération en réponse aux antigenes sont réduites [308, 309].
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Production d’oxyde nitrique (NO) par les neutrophiles

Le NO est un radical libre synthétisé a partir de la L-arginine et d’oxygéne par la synthase
d’oxyde nitrique (NOS, nitric oxyde synthase) [270, 277, 310]. La NOS entre en compétition directe
avec l'arginase pour I'utilisation de L-arginine. Le NO, possede plusieurs fonctions physiologiques :
a faible concentration, il agit comme neurotransmetteur du systeme iNANC, régule le débit
sanguin et l'activité plaquettaire tandis qu’a forte dose, il a une activité cytotoxique et
cytostatique envers les cellules tumorales et certains pathogénes. |l réagit principalement avec les
différentes biomolécules par nitration (-NO,), nitrosation (-NO’), et nitrosylation (-NO). Cette
derniere réaction s’effectue au niveau de la guanylyl cyclase qui converti le GTP en GMPc, un
messager intracellulaire régulant certaines fonctions cellulaires comme la relaxation du muscle
lisse. La nitration exécute ses effets cytotoxiques en modifiants les lipides, ’ADN et les protéines
(modifications post-transcriptionnelles). Il existe quatre isoformes de la NOS qui sont codés par
des geénes différents: la NOS neuronale (nNOS, constitutive), NOS endothéliale (eNQOS,
constitutive), mitochondriale et inductible (iNOS). L’expression de cette derniére est régulée par
les cytokines pro-inflammatoires et produits dérivés de microorganismes qui activent le NF-kB.

L'expression de la NOS par les neutrophiles humains et leur production de NO est
controversée. On rapporte soit une génération de nitrites, produits de dégradation du NO en
solution aqueuse, en concentrations presque nulles par les neutrophiles humains [311] ou alors en
concentrations significatives mais sans évidence directe de la production de NO [312] malgré la
présence d’une guanynyl cyclase fonctionnelle chez les neutrophiles humains [137]. Toutefois, on
rapporte une production élevée de nitrites et de L-citrulline par les neutrophiles périphériques
chez des patients asthmatiques [313]. On observe une inconsistence dans la litérature quant aux
isoformes de la NOS exprimées par les neutrophiles humains puisque soit I’expression de la forme
neuronale [314], soit la forme induite combinée [315] ou non [316] avec la forme endothéliale de
la NOS est rapportée. In situ, I'expression de I'iINOS par les neutrophiles humains a été observée
chez les patients atteints d’infections bactériennes (iNOS)[315], de maladie intestinale
inflammatoire (iINOS)[317] et de parodontite [318]. Une faible production de NO par le neutrophile
humain peut expliquer I'absence d’augmentation de NO exhalé chez les patients atteints d’asthme

neutrophilique [280].
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Particularités du neutrophile équin
Le neutrophile équin ne semble pas transcrire I'iNOS lorsque stimulé avec une
combinaison de LPS et d’INFy et la quantification de nitrites/nitrates dans les surnageants de ces
cultures suggerent une trées faible production de NO par ceux-ci (environ 2-3 fois par rapport aux
niveaux de base, soit ~22 uM apres 6 et 12h de stimulation, méme taux pour les leucocytes totaux
[319]). Ces niveaux de production de nitrites/nitrates sont similaires a ceux rapportés chez
I’'hnomme pour les leucocytes pulmonaires d’asthmatiques [320]. Il reste a déterminer si d’autres
isoformes de la NOS sont exprimées par les neutrophiles équins et si leur expression dépend de

I'inflammation tissulaire.

Inflammation systémique associée a I’lasthme

L'asthme est une pathologie affectant principalement les voies respiratoires, cela va sans
dire. Cependant, on sait que des changements systémiques sont également observables chez les
patients asthmatiques. Par exemple, on note une augmentation de la concentration plasmatique
de médiateurs inflammatoires comme I’histamine et les prostaglandines [321], les leucotrienes
[322] ainsi que certaines cytokines (ex. IL-5, IL-6, IL-8, TNF) et facteurs de croissance (ex. G-CSF)
associés au recrutement de granulocytes ou autres cellules inflammatoires vers les poumons [323-
327]. On rapporte d’ailleurs que les leucocytes circulants sont activés dans la phase active de la
maladie [328, 329]. Des marqueurs plus « conventionnels » de l'inflammation systémique, les
protéines de phase aigué CRP [265, 330-333], fibrinogene [333], haptoglobine [334] et protéine
amyloide A sérique [333, 335, 336], sont également élevés dans le sérum des patients
asthmatiques. Les causes, conséquences et traitements ciblant I'inflammation systémique

associée a I'asthme font I'objet d’un intérét substantiel dans la littérature [337].

Les neutrophiles dans I’asthme : effecteurs de la réponse allergique ou de la réponse innée?

Les causes et les conséquences du recrutement des neutrophiles dans les voies
respiratoires chez les patients asthmatiques ne sont pas bien comprises. On sait que
I'inflammation neutrophilique est associée a I'asthme sévere [145, 198, 338-340]. Les neutrophiles
sont par ailleurs reconnus pour jouer un réle central dans la progression du syndrome de détresse
respiratoire aiglie [341], soulignant leur impact potentiel dans la dégénérescence de la fonction

pulmonaire. Clairement, I'inflammation neutrophilique des voies respiratoires est associée a la
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résistance aux corticostéroides chez 'lhomme et se présente donc comme problématique au
niveau thérapeutique (revu dans [342]).

Les mécanismes initialement proposés pour expliquer la neutrophilie observée chez
certains patients asthmatiques étaient dissociés de la réponse allergigue comme telle. On
suggérait que lI'inflammation neutrophilique était associée aux exacerbations causées par une
infection virale ou alors par des irritants provoquant une inflammation non-spécifique (ozone,
particules de pollution, endotoxines) (revus dans [339, 343-345]). Pourtant, l'induction
expérimentale de I'asthme par sensibilisation et provocation antigénique chez diverses espéces
implique le recrutement des neutrophiles dans les voies respiratoires [346-349]. Chez des patients
allergiques, les neutrophiles sont également présents dans la sous-muqueuse des bronches 5 a 6h
suivant une provocation antigénique locale [350]. De plus, chez des patients souffrant de rhinite
allergique, la neutrophilie et sa persistance dans les voies respiratoires lors la phase tardive de la
réponse allergique distinguait distingue les patients développant qui développent également des
symptomes de l'asthme deversus ceux qui demeurent les patients non-asthmatiques [327],
I'amplitude a magnitude de I'inflammation éosinophilique étant similaire dans les deux groupes.
Ex vivo, les neutrophiles isolés de patients asthmatiques allergiques répondent spécifiquement a
I'allergéne par le clivage des L-sélectines [351], la production d’IL-8 [352], un signal calcique et
I’activation du métabolisme oxydatif [353] ainsi que par I'inhibition de leur programme d’apoptose
spontanée [166]. Dans une étude récente [280], on ne trouve pas de différence quant a la
fréquence des résultats positifs au test cutané chez des sujets présentant une inflammation
neutrophilique dans [|'expectoration (>40% neutrophiles, avec ou sans augmentation
d’éosinophiles), suggérant que l'inflammation neutrophilique puisse étre associée autant a
I’'asthme extrinséque qu’intrinséque.

Peu d’informations sont disponibles quant a la relation entre les neutrophiles et les
cytokines effectrices de la réponse allergique c’est-a-dire, les cytokines de type Th2. Ceci est
contraire a l'interaction bien décrite entre la production de ces cytokines et le recrutement des
éosinophiles (Figure 21). Toutefois, on rapporte qu’in vivo, I'administration d’IL-4 entraine le
recrutement de neutrophiles dans le modele murin de poche d’air [354] et une neutrophilie
systémique chez I'homme lorsqu’injectée par voie sous-cutanée [355]. Des études in vitro

suggerent qu’indirectement, I'lL-4 et I'lL-13 peuvent contribuer au recrutement des neutrophiles
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en stimulant la production d’IL-8 et/ou I'expression de molécules d’adhésion par les cellules
épithéliales [99, 356], endothéliales [357] et les mastocytes [358]. L’IL-4 favorise également la
différentiation de précurseurs promyélocytiques (lignée HL-60) en neutrophiles [359]. Des
conclusions contrastantes sont néanmoins décrites dans la littérature quant a I'effet biologique de
I'lL-4 et I'lL-13 sur les neutrophiles, tantot pro- tantot anti-inflammatoire. Girard et collegues ont
montré que ces deux cytokines activent les neutrophiles humains et induisent chez eux des
changements morphologiques ainsi que la synthése d’ARN et de protéines, plus particulierement
d’IL-8 [360, 361]. De plus, on a montré que I'lL-4 retarde I'apoptose spontanée des neutrophiles
humains et favorise leur adhérence [361], leur phagocytose de particules opsonisées [359, 362],
leur dégranulation et I'activation de leur métabolisme oxydatif [362]. L’'IL-9, une cytokine ayant
des effets pleiotropiques et souvent associée a la réponse allergique [363], active les neutrophiles
humains et ces derniers expriment des nivaux élevés du récepteur a I'IL-9 chez les patients
asthmatiques [364]. Cependant, d’autres études suggérent une action anti-inflammatoire ou
méme nulle de ces mémes cytokines sur les fonctions du neutrophile [365-368].

Alternativement, Gibson, parmi d’autres, propose que I'inflammation neutrophilique sous-
jacente a l'asthme soit le reflet d’une réponse immunitaire innée dysfonctionnelle [226]. Il
souligne que le recrutement des neutrophiles, dirigé par la présence de fortes concentrations d’IL-
8, et leur activation (relache d’élastase) sont représentatifs d’'un programme typique de la réponse
innée. Celle-ci implique la reconnaissance de PAMPS via les récepteurs de I'immunité innée (TLRs)
et I'activation des voies de signalisation associées (NF-kB). L'auteur suggere que la production de
LTB, par les neutrophiles contribuerait a augmenter la réponse contractile des voies respiratoires.
Une étude dans laquelle on a quantifié I'expression des récepteurs et cytokines associés a la
réponse immunitaire innée chez des patients atteints d’asthme neutrophilique a généré des
résultats supportant ces affirmations [369]. Ainsi, comparés aux cellules récupérées dans
I’expectoration de patients atteints d’asthme éosinophilique, paucigranulocytique ou de sujets
controles, celles des patients atteints d’asthme neutrophilique présentaient une expression
supérieure de TLR2, TLR4, et CD14 associée a une forte expression des cytokines pro-
inflammatoires IL-1B, IL-8 et TNF. De plus, les auteurs ont pu corréler la proportion de
neutrophiles avec les niveaux d’endotoxine dans le surnageant d’expectoration, suggérant que

I'inhalation de LPS soit associée au phénotype asthmatique neutrophilique. Ceci pourrait justifier
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le fait que les patients asthmatiques possedent une sensibilité accrue a développer la

bronchoconstriction suivant I'inhalation de LPS par rapport a des sujets normaux [370].
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Le Souffle comme modele d’asthme neutrophilique

Les modeles murins s’averent essentiels pour [I'identification des mécanismes
immunologiques impliqués dans la physiopathologie de I'asthme et de la réponse immunologique
en générale. Les technologies permettant de faire la délétion de génes ou la transgénése ainsi que
la panoplie d’anticorps disponibles pour cette espece ont permis de cibler les molécules
d’importance et d’orienter les efforts vers la compréhension de la pathogénie de I'asthme et le
développement de thérapies. Malgré tout, ces modeles présentent des lacunes, surtout par
rapport au fait que les méthodes utilisées pour induire la maladie menent a la création d’un
phénotype homogéne (par exemple, la sensibilisation allergique a I'ovalbumine), qui est courte
durée et chez des animaux autogames (inbred), maintenus dans des environnements exempts de
pathogenes et donc, ne tenant pas compte de l'effet des interactions génes-environnement et
genes-genes possibles. Le cheval atteint du souffle vient offrir des perspectives intéressantes et
plus réalistes pour I'étude I'asthme, en ce sens que cette maladie se développe naturellement,
chez des animaux ayant une génétique hétérogene et qui ont vécu des épisodes symptomatiques
sur une longue période de temps. Surtout, le souffle s’avere un modele pertinent pour I'étude de
la contribution du neutrophile dans l'inflammation chronique des voies respiratoires qui,

rappelons-le, affecte une proportion considérable des patients atteints d’asthme.

Définition : historique et caractéristiques cliniques

Le souffle (en anglais: heaves ou recurrent airway obstruction, RAO) est une maladie
respiratoire chronique, non septique, commune chez les chevaux adultes vivant dans des régions
de climat tempéré. La prévalence exacte n’est pas connue et varie probablement avec les régions.
Une récente étude la situe a 14% en Grande Bretagne [371]. Cette maladie est associée a la
domestication des chevaux, les premiers écrits décrivant une affection respiratoire similaire chez
le cheval remontent a I'époque de la Gréce antique [372]. Le souffle était déja comparé a I'asthme
humain en 1893 par Henri Bouley [373]. Le souffle était préalablement retrouvé dans la littérature
sous |'appellation equine COPD, toutefois cette terminologie fut éradiquée dans un consensus de
2001 étant donné les dissimilarités avec I'étiologie (tabagisme), la pathogénie (emphyséme), et les
manifestations cliniques (réversibilité par des bronchodilatateurs et les corticostéroides) de la

MPOC humaine [374].
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Les caractéristiques cliniques du souffle incluent un effort respiratoire accru chez le cheval
au repos, de la toux et des écoulements nasaux (séreux, séromuqueux ou mucopurulents) (revus
dans [374, 375]). L’hypoxémie est aussi une caractéristique clinique observée lors de
I’exacerbation clinique de la maladie. Les chevaux atteints du souffle sont intolérants a I'exercice,
habituellement agés de plus de 7 ans et leurs symptomes sont exacerbés lorsqu’ils sont exposés
aux poussieres libérées du foin avec lequel ils sont nourris et de la paille utilisée comme litiére
dans I'écurie. Avec la progression de la maladie, on observe une augmentation de la sévérité et la
fréquence de la toux menant a des épisodes paroxystiques de toux non-productive, une
augmentation de la fréquence respiratoire avec allongement du cou et de la téte, la dilatation des
nasaux et la perte de poids. Certains chevaux développent une symptomatique identique en
réponse au pollen et aux particules inhalées au paturage. Cette forme de la maladie, moins
fréquente que le souffle, est appelée « summer heaves » ou « summer pasture-associated
obstructive pulmonary disease, SPAOPD » [376-378] mais ne sera pas discutée dans cette thése.
Les criteres de définition de la maladie se basent sur la réversibilité de I'obstruction
respiratoire, observable par le retrait de I'agent causateur ou par l'administration de
bronchodilatateurs et sur la présence d’inflammation des voies respiratoires [374]. La réduction de
I’exposition aux poussiéres inhalables s’effectue efficacement soit en mettant les chevaux au
paturage ou en remplacement la litiere de paille par des copeaux de bois et le foin par des
granulés ou autres alternatives non poussiéreuses. Les outils diagnostiques utilisés sont, entre
autres, les scores cliniques [379], I'évaluation de la fonction respiratoire (Annexe 2) et les lavages
bronchoalvéolaires (LBA). Le pourcentage de neutrophiles dans le LBA des chevaux atteints de
souffle en exacerbation est généralement >25% (normal < 5%) (revu dans [375]). Toutefois, on
peut observer dans les cas séveres une plus faible inflammation neutrophilique (10-20% de
neutrophiles) malgré la présence d’une obstruction respiratoire évidente. La méthode
d’investigation utilisée pour détecter la présence d’inflammation des voies respiratoires chez les
chevaux atteints de souffle differe de celle généralement utilisée chez I'homme, soit
I’expectoration induite par I'inhalation de saline, qui s’avere étre une procédure moins invasive
mais qui nécessite la participation du sujet. L’expectoration induite est reconnue pour générer des
échantillons qui représentent les populations cellulaires présentes au niveau des voies

respiratoires centrales [380]. Chez le cheval, une technique apparentée est le lavage trachéal.
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Cette technique permet d’échantillonner les sécrétions provenant des voies périphériques et
centrales par instillation de saline au niveau de la trachée. Par contre, les changements observés
dans le différentielle cellulaire du lavage trachéal ne sont ni spécifiques au souffle ni corrélés avec
la cytologie bronchoalvéolaires et les changements histologiques qui lui sont associés (revu dans
[375]). Le Tableau V, présenté plus loin, résume les caractéristiques communes et divergentes a

I"'asthme et au souffle.

Histopathologie et remodelage tissulaire

Tel que mentionné, les voies respiratoires périphériques représentent le site principal des
changements histopathologiques associés au souffle. Les coupes histologiques des chevaux
atteints du souffle en crise montrent dans la lumiére des bronchioles une accumulation de mucus
et un exsudat inflammatoire principalement composé de neutrophiles (Figure 24) (revu dans [374,
375]). On peut observer une hyperplasie/métaplasie des cellules a mucus ainsi que la
métaplasie/desquamation des cellules épithéliales. Au niveau péribronchiolaire, on note une
infiltration de cellules mononucléaires (lymphocytes et plasmocytes), de la fibrose (dépot de
collagéne) et une augmentation de la masse du muscle lisse [381, 382]. Cette derniere est
observable pour toutes les tailles de voies respiratoires mais s’avére plus accentuée dans les
petites voies. Autrement, des régions emphysémateuses ont été rapportées mais I’hyperinflation
alvéolaire résultant de la capture d’air causée par la fermeture des voies respiratoires est plus

commune.

Figure 24. Images représentatives d’une coupe histologique des bronchioles (A) et d’une
cytologie du LBA (B) chez un cheval atteint du souffle en crise.

Les proportions de cellules inflammatoires considérées normales dans le LBA sont: 40-

70% de macrophages, 30-60% de lymphocytes, < 5% de neutrophiles, < 2% de mastocytes et <0.5-
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1% d’éosinophiles [383]. Chez le cheval atteint de souffle en crise, le % de neutrophiles augmente
et, de maniére inconsistante, celui des mastocytes et des éosinophiles (revu dans [374]). On
considere plus souvent les changements du % plutét que le nombre absolu de cellules
inflammatoires puisque le volume de fluide récupéré lors du LBA et son degré de dilution varient

en fonction du volume de saline infusé, du cheval et de |a sévérité de la maladie [384].

Principaux traitements

Les corticostéroides et les bronchodilatateurs sont efficaces pour controler les symptomes
du souffle (revus dans [375]). Si le simple changement d’environnement n’est pas possible
(réduction du niveau de poussiere), I'administration de corticostéroides permet d’améliorer le plus
efficacement la fonction respiratoire des chevaux atteints du souffle. La dexamethasone (0.05-
0.1mg/kg i.v., PO, q24h) est le corticostéroide le plus efficace. La prednisolone (1-2mg/kg per os,
g24h) I'est moins [385]. Les corticostéroides inhalés (beclomethasone dipropionate et fluticasone
propionate) sont efficacement administrés a I'aide d’un masque nasal, d'un spacer et d’'un aérosol-
doseur. Les corticostéroides ont un effet tardif, dose-dépendant et généralement faible sur Ila
résolution de la neutrophilie pulmonaire. Les bronchodilatateurs sont utilisés pour provoquer une
amélioration rapide mais transitoire de la fonction respiratoire. Les agonistes B2 sont administrés
par voie orale (clenbuterol) ou inhalée (albuterol, salmeterol, etc.). Enfin, I'atropine induit une
bronchodilatation rapide et transitoire chez les chevaux en crise mais les effets secondaires
indésirables de cet anti-cholinergique limitent son utilisation réguliere. Le tiatropium est un

anticholinergique inhalé bien toléré par les chevaux.

Les causes du souffle

L’exacerbation du souffle est clairement associée a I’environnement toutefois on ne
connait pas encore exactement les causes de la maladie. La poussiere que I'on retrouve dans les
écuries véhicule pres de 50 especes de moisissures, une variété d’acarien, des endotoxines
bactériennes et des composants inorganiques (revu dans [374]). Le fait que seule une faible
proportion des chevaux développe les symptémes de la maladie dans un environnement donné
suggere que le souffle soit une conséquence de la sensibilisation « allergique » a un antigéne
véhiculé dans I'air chez certains animaux prédisposés (hypersensibilité). Des études proposent

que des mécanismes non-spécifiques puissent également contribuer a déclencher Ia
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bronchoconstriction due a I’hyperréactivité bronchique non-spécifique caractéristique chez les

chevaux atteints du souffle.

Allergénes

Les chevaux atteints du souffle asymptomatiques développent une neutrophilie
pulmonaire et une obstruction respiratoire en réponse a l'inhalation d’extraits solubles
d’Aspergillus fumigatus et Faenia Rectivirgula [386], similaires a celles induites par une exposition
au foin et a la paille (défi antigénique « naturel ») et ce, contrairement aux chevaux sains utilisés
comme contréles. Toutefois, les tests de réactivité cutanée a ces mémes antigénes ne permettent
pas de différencier les chevaux contrdles et atteints de la maladie, ni ne sont corrélés avec
I'amplitude de I'inflammation et de I'obstruction respiratoire chez ces derniers [387]. Une étude
par Schmallenbach et colléegues confirme I'absence de différence entre les taux d’IgEs et IgGs
spécifiques pour certains antigénes d’A. fumigatus au niveau sérique entre les groupes de chevaux
mais rapporte des concentrations significativement supérieures d’IgEs et d’lgGs spécifiques dans le
surnageants du LBA des chevaux malades [388]. L'absence de corrélation entre les taux
d’anticorps sériques et pulmonaires implique qu’une réponse immunologique essentiellement
locale soit impliquée dans le souffle (contrairement a I'atopie). A 'opposé, une étude plus récente
démontre des taux sériques d’IgEs significativement plus élevés contre A fumigatus et Alternaria
alternata chez les chevaux atteints du souffle [389]. La discordance entre ces résultats peut
s’expliquer par l'effet important de I’environnement et de la génétique sur la concentration
sérique des IgEs chez les chevaux. Tel que démontré par Eder et ses collegues sur une population
de 448 chevaux Lippizans provenant de 6 fermes différentes, le pourcentage de chevaux positifs
pour les IgEs sériques spécifiques pour des antigénes de moisissures communes est fortement
dépendant de la ferme d’origine [390]. D’ailleurs, cette étude a révélé qu’il existait d'importantes
interactions entre le sexe et I'environnement ainsi que I'dge et I'environnement. Néanmoins, le
chevauchement important entre les niveaux d’anticorps sériques chez les chevaux atteints du
souffle et sains ne permet pas d’en faire un outil diagnostique solide.

La production d’anticorps spécifiques est garant d’une réponse immunitaire acquise
envers les antigénes inhalés. Qui plus est, la présence d’IgEs suggére qu’une réponse allergique

soit impliquée dans le souffle. Les mastocytes, acteurs importants dans la réponse allergique,
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semblent également participer a la réponse inflammatoire associée au souffle sans pour autant
gu’une bronchoconstriction typique de phase aigué ne soit observable chez les chevaux atteints
[391]. Hare et collégues ont rapporté une dégranulation d’histamine significativement supérieure
par les cellules du LBA de chevaux atteints du souffle par rapport a des chevaux contrdles en
réponse a une stimulation in vitro avec des allergenes [392]. Par ailleurs, McGorum et collégues
ont démontré que la relache d’histamine était augmentée localement, c’est-a-dire dans le LBA
mais pas le plasma des chevaux malades, seulement apres 5h d’exposition antigénique [393]. Un
plus grand nombre de mastocytes chymase® dans les bronches et bronchioles des chevaux
symptomatiques a également été rapporté [77]. Enfin, notre équipe a montré par hybridation in
situ que I'expression de cytokines de type Th2 par les cellules du LBA était élevée et concomitante
a I'inflammation neutrophilique et a la bronchoconstriction chez les chevaux atteints du souffle,
contrairement aux chevaux normaux dans deux études consécutives utilisant des chevaux distincts

[394, 395] (Figure 25).
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Figure 25. Expression de cytokines de type Th2 associée a I'obstruction respiratoire et a la
neutrophilie pulmonaire chez les chevaux atteints du souffle.

Gauche. Mesure de la résistance pulmonaire chez les chevaux contréles et atteints de souffle
avant (baseline), 24h ou 9 jours suivant un défi antigénique naturel. Droite. Pourcentage de
lymphocytes positifs pour I'expression de cytokines de type Th2 (IL-4 et IL-5) ou Th1 (INFy)
dans le LBA aux mémes temps. * différence significative par rapport a baseline. t différence
significative entre les groupes pour un temps donnée. Tiré de Cordeau et collegues, 2004 [394]
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Un modeéle équin de sensibilisation allergique a I'ovalbumine développé par Bowles et
collegues supporte le fait qu’une réponse allergique impliquant I'expression de cytokines de type
Th2 par les cellules pulmonaires soit accompagnée d’une inflammation principalement
neutrophilique des voies respiratoires chez le cheval [347]. D’autres évidences d’un lien entre
I'allergie et la réponse neutrophilique chez le cheval ont été apportées par I'étude de I'expression
des récepteurs pour des cytokines de type Th2 sur les neutrophiles périphériques. On a montré
par immunohistochimie I'expression des sous-unités a des récepteurs a I'lIL-5 et IL-9 sur une sous-
population de neutrophiles équins [396], davantage représentés dans le sang des chevaux atteints
du souffle asymptomatiques par rapport aux contrbles , et encore plus nombreux lorsque les
chevaux sont exposés a un environnement poussiéreux. Ces résultats suggérent qu’une sous-
population de neutrophiles périphériques pourrait étre prédisposée a répondre aux cytokines de
type Th2, exprimées au niveau pulmonaire chez chevaux atteints de souffle.

Il est a noter cependant que d’autres études ont tenté de caractériser le profil cytokinique
pulmonaire et périphérique associé au souffle en utilisant d’autres techniques, particulierement la
PCR en temps réelle. Elles sont arrivées a des conclusions différentes et inconsistantes entre elles
par rapport a la dominance des profils Thl et Th2 [397-401], plusieurs suggérant une réponse
mixte. Malgré ce fait, une d’entre elles a démontré qu’un traitement avec de la fluticasone
propionate permettait de diminuer I'expression d’IL-4 et le ratio IL-4/INFy dans les poumons des
chevaux atteints de souffle, évoquant une certaine contribution de I'lL-4 dans I'exacerbation des
symptomes [399]. Mentionnons également |’association qui a été démontrée dans le souffle entre
I'inflammation neutrophilique et I'expression d’IL-17 par les cellules du lavage bronchoalvéolaire

et les cellules épithéliales [123, 402].

Agents non-spécifiques

Les écuries peuvent fournir un environnement trés riche en endotoxines bactériennes
inhalables. McGorum et collegues ont comparé les niveaux de poussieres et la fraction
d’endotoxines inhalables dans des établissements régis différemment quant a la litiere et a la
nourriture des chevaux : 1) écuries conventionnelles (paille et foin); 2) écuries peu poussiéreuses
(copeaux et ensilage); et 3) paturage [403]. La concentration d’endotoxines inhalables était 15 fois

supérieure dans les écuries conventionnelles par rapport aux écuries peu poussiéreuses et au
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paturage, dans lesquel les symptomes du souffle peuvent étre renversés [375]. Les niveaux
d’endotoxines présents dans la poussiére des écuries conventionnelles étaient comparables a ceux
retrouvés dans certains domiciles, dans I'industrie du coton ou du grain, tous deux associés aux
maladies pulmonaires chroniques chez I'homme, mais moindre que ceux trouvés dans les
porcheries ou poulaillers (discuté dans [403]). Pirie et ses collegues ont montré que les chevaux
atteints de souffle asymptomatiques développaient une neutrophilie pulmonaire a plus faible dose
de LPS inhalé (20ug), par rapport aux chevaux controles (= 200ug) et une augmentation des
valeurs de résistance pulmonaire 5h apres l'inhalation de 2mg de LPS alors que la fonction
pulmonaire des chevaux normaux ne variait pas [404]. Parce que les niveaux d’endotoxines
mesurés dans la poussiere émanant du foin et de la paille soient nettement inférieurs a ceux
nécessaires pour induire la neutrophilie pulmonaire avec du LPS aérosolisé, les auteurs suggérent
gue les endotoxines ne représentent pas I'unique cause de la maladie. Des études subséquentes
par le méme groupe ont montré, par déplétion et reconstitution, que le LPS présent dans une
suspension de poussiéres de foin ou d’extraits d’A. fumigatus contribuait significativement a la
neutrophilie et a I'obstruction pulmonaires chez les chevaux atteints de souffle [405, 406]. Ces
observations sont similaires a celles faite par Michel et collegues chez les asthmatiques, tel que
cité précédemment [370].

Le niveau d’activation du NF-kB, présent sous forme d’homodimeéres de p65, est supérieur
dans les cellules du LBA des chevaux atteints du souffle en crise par rapport aux cellules des
chevaux controles exposés au méme environnement [407]. Le % de neutrophiles est fortement
associé au degré d’activité du NF-kB qui lui-méme est négativement corrélé a la fonction
pulmonaire des chevaux. De plus, I'expression génique de TLR4 est plus élevé dans les cellules du
LBA des chevaux atteints de souffle symptomatiques par rapport aux chevaux normaux exposés au
méme environnement, mais la source de cette augmentation n’est pas précisée (recrutement
d’une population cellulaire spécifique exprimant le TLR4 ou surrégulation par les neutrophiles ou
une autre population cellulaire) [123]. Ces molécules sont typiquement impliquées dans la
réponse immunitaire innée. Les neutrophiles équins expriment en effet les récepteurs et
répondent au LPS par I'activation de plusieurs de leurs fonctions cellulaires (voir section sur le
neutrophile), en particulier leur expression de cytokines et chimiokines [148] et la transcription du

TLR4 (autorégulation positive) [122, 123]. Compte tenu des polymorphismes observés dans la
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séquence du TLR4 chez certains chevaux [408], il reste a déterminer si les neutrophiles des
chevaux atteints du souffle ont une réponse intrinséque au LPS altérée, et de cette maniére, s’ils
peuvent contribuer a amplifier la réponse inflammatoire et augmenter la sensibilité de ces
chevaux aux poussieres inhalées, tel que décrit dans le paragraphe précédent.

D’autres agents environnementaux non-spécifiques sont présents dans les poussiéres
inhalées (B-glucanes, spores, protéases de moisissures et d’acariens, gaz néfastes) [375, 409] et
pourraient également contribuer a initier la réponse inflammatoire mais ne seront pas abordés

dans le cadre de cette recherche.

Génétique et facteurs de risque

L’héritabilité du souffle a été démontrée dans une étude sur la prévalence de la maladie
effectuée sur des chevaux provenant de grande ferme d’élevage de Lippizans et de chevaux
Allemands Warmblood [410]. Dans ces deux « familles », la fréquence des maladies respiratoires
chroniques augmentait avec le fait d’avoir un (~ 6-17%) ou deux parents (~ 38-48%) atteints de
souffle et ce, en comparaison avec la progéniture n’ayant aucun parent atteint. L’héritabilité de la
maladie ne suivait pas le modele simple mendélien et était fortement influencée par
I’environnement (exposition a la poussiere). Il n’y a pas d’évidence que le souffle affecte plus
particulierement certaines races de chevaux. Des études suggerent que les femelles pourraient
étre a plus haut risque de développer le souffle [411], mais cette observation ne fait pas
I"'unanimité (revu dans [375]).

Des polymorphismes dans les génes TLR4, CD14, Ce et Fce Rla ont été identifiés chez
certaines races de chevaux [408, 412] toutefois aucune étude jusqu’a présent n’a pu les associer
au risque de développer le souffle. Onze polymorphismes ont été identifiés dans le géne codant
I'lL-4Ra par Solberg et collegues [413], dont quatre représentent des changements de base non-
synonymes. Récemment, des variations génétiques dans la région du génome équin logeant le
gene IL-4RA (ECA13g13) ont été associées au souffle dans une des deux « familles » de chevaux a
forte prévalence étudiées par Jost et ses collegues [414]. Ces observations, combinées avec les
résultats d’'une étude récente sur |'héritabilité du souffle [415], suggerent que cette maladie
possede un caractere génétique complexe, n’impliquant pas les mémes genes majeurs

d’héritabilité de famille en famille, et que la présence de SNPs dans le géne de L’'IL-4Ra pourrait
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contribuer a la susceptibilité de développer cette maladie chez certains animaux. Une
conséquence fonctionnelle a déja été associée a ce polymorphisme, soit une résistance accrue aux
infections parasitaires [416]. Encore une fois, ces observations sont similaires a celles associées a

I’'asthme chez I’lhomme (voir section génétique de I'asthme et [417]).

Tableau V. Similarités et différences entre I'asthme et le souffle.

Caractéristiques physiopathologiques Asthme Souffle
Obstruction respiratoire réversible X X
HRB X X

Phase aigué X

Phase tardive X X
Inflammation neutrophilique X (certains phénotypes) X
Réponse IgE-spécifique X (certains phénotypes) X (locale)
Cytokines de type Th2 X X
/M Sensibilité aux endotoxines X X
Site de I'inflammation

Voies périphériques X

Voies centrales X ?

Remodelage tissulaire

N Masse du muscle lisse X X
Fibrose de la sous-muqueuse X X
Fibrose de la membrane basale X

Site du remodelage

Voies périphériques X X

Voies centrales X X (muscle lisse)
Traitements
Corticostéroides X X
Agonistes 2 X X
Anti-leucotriénes X

Les neutrophiles, potentielles cellules effectrices de la réponse inflammatoire

associée au souffle

Sans contredit, I'expression d’IL-8 est surrégulée dans les poumons des chevaux atteints
de souffle, tant au niveau génique que protéique [123, 197, 399, 400] et son expression est
significativement diminuée suivant un traitement avec des corticostéroides [399]. Les neutrophiles
sont recrutés dans les voies respiratoires 3-5h suivant le début d’une exposition au foin et leur

nombre regagne le niveau de base apres 4 jours si cette exposition est bréve (5-7h) [200, 418,
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419]. La résolution de l'inflammation correspond dans le temps a I'apoptose des neutrophiles et a
leur phagocytose par les macrophages. La neutrophilie perdure si les chevaux sont
continuellement exposés au foin (ex. 9 [394] et 30 jours [385]) et I'inflammation des voies
respiratoires est détectable jusqu’a 21 jours suivant le retrait de I'antigene, dans certains cas
[407]. Les chevaux sains présentent parfois une neutrophilie pulmonaire suivant I'exposition au
foin, toutefois elle n’est pas associée a de I'obstruction respiratoire, est moins importante que
celle observée chez les chevaux atteints de souffle et se résout généralement malgré la

prolongation de la stimulation antigénique [385, 394, 420].

Neutrophiles périphériques

Le recrutement des neutrophiles dans les voies respiratoires est suivi d’une augmentation
du nombre de ces cellules dans le sang périphériques, de 7 a 24h suivant l'initiation du défi
antigénique [200, 404, 418]. Chez les chevaux atteints du souffle seulement, les neutrophiles
sanguins présentent une augmentation de I'adhérence CD18-dépendante et de |'activité basale du
métabolisme oxydatif 24h suivant I'exposition antigénique [421, 422]. Un certain degré
d’adhérence constitutive des neutrophiles périphériques est également notable chez les chevaux
asymptomatiques, contrairement aux controles. Enfin, Olszewski et ses collegues ont montré que
les neutrophiles périphériques des chevaux symptomatiques présentaient un retard de I'apoptose
spontanée (aprés 20h culture cellulaire) 5h et 24h suivant le début du défi antigénique de 7h
[423]. Ces caractéristiques constituent des marqueurs de I'activation périphériques des
neutrophiles. Des auteurs ont suggéré que le conditionnement « tardif » des neutrophiles
périphériques (24h suivant le début d’une stimulation antigénique) contribue a I'accumulation
pathologique des neutrophiles dans les voies respiratoires et implique des mécanismes différents

de ceux qui sont responsables de I'inflammation aigué observée aprés 5h [421].

Neutrophiles pulmonaires

Le niveau d’activation des neutrophiles recrutés dans les voies respiratoires des chevaux
atteints du souffle pourrait contribuer a la pathologie. On a montré que les neutrophiles
pulmonaires de ces chevaux sont plus denses que ceux des chevaux sains [420]. Ces derniers se
sont avérés relacher de I'élastase, des réactifs de I'oxygéne et du LTB4 [200, 424]. La présence de

pro-MMP-9 et de MMP-9 active est également accrue chez les chevaux atteints du souffle par
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rapport a des chevaux contrdles exposés a la paille et au foin et est corrélée avec le % de
neutrophiles présents dans le LBA [425]. Brazil et ses collegues ont mis en évidence la présence de
facteurs de survie pour les neutrophiles dans les surnageants de LBA provenant des chevaux
malades [200]. Turlej et collegues ont montré que la survie des neutrophiles pulmonaires mis en
culture ex vivo était supérieure chez ces chevaux a celle des neutrophiles sanguins et pulmonaires
de chevaux sains (30 versus 100% de neutrophiles apoptotiques aprés 48h) [426]. Egalement, on a
rapporté que l'indice de stress oxydatif pulmonaire est élevé dans le souffle (glutathion disulfure
élevé, GSSG) et corrélé avec le pourcentage de neutrophiles [427]. Ces observations suggerent
qgue les neutrophiles sont activés plus longtemps et relachent plus de produits toxiques pour les
tissus chez les chevaux en crise. Des inhibiteurs de la production de leucotriénes, soit un
antagonistes de la 5-lipoxygénase (fenleuton) [419] et un antagoniste de la 5-LO activating protein
(FLAP) [428], ainsi qu'un antagoniste du récepteur du LTD4 [429] ne se sont pas avérés efficaces
pour bloquer l'inflammation neutrophilique chez ces chevaux. L’antagoniste du récepteur pour
PAF (platelet activating factor), un médiateur impliqué dans le recrutement des neutrophiles lors
de la réponse anaphylactique chez la souris [1], n’a pas montré d’effet significatif non plus sur

I’apparition de la neutrophilie associée au souffle [430].
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Retour sur les objectifs de la these

A la lumiére de ces informations, nous avons entrepris d’étudier dans le cadre de cette
these la contribution des neutrophiles a I'inflammation associée aux réponses immunitaires innée
et acquise impliquées dans I'asthme, en utilisant les chevaux atteints du souffle comme modele
naturel d’asthme neutrophilique. Nous avions pour objectifs de comparer ex vivo le profil et le
niveau d’activation des neutrophiles périphériques de ces chevaux a celui d’animaux controles
suivant leur stimulation avec des médiateurs susceptibles de contribuer a I'asthme et au souffle :
les produits dérivés de bactéries soient les lipopolyssacharides et peptides formylés (immunité
innée), ainsi que les cytokines de type Th2, associées a la réponse allergique (immunité
acquise). De plus, nous nous sommes interressés a |'expression des isoformes de I'arginase par les
neutrophiles équins et a leur profil d’expression dans les poumons des chevaux atteints de souffle
afin de d’évaluer la contribution du métabolisme de la L-arginine a la physiopathologie de I'asthme

neutrophilique.
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Article #1

Systemic inflammation and priming of peripheral blood
leukocytes persist during clinical remission in horses with

heaves

Sommaire

La réponse immunitaire innée est susceptible de contribuer a I'exacerbation clinique du souffle en
réponse aux agents non-spécifiques contenus dans les poussieres environnementales.

Les neutrophiles sont recrutés en réponse aux endotoxines et aux produits formylés dérivés des
bactéries et répondent entre autres a ces agonistes par l'expression de cytokines pro-
inflammatoires pouvant amplifier la réponse inflammatoire.

Cet article décrit les travaux effectués afin de comparer la réponse innée des leucocytes sanguins
isolés de chevaux normaux et atteints du souffle en périodes de rémission clinique. La présence

d’inflammation systémique a également été évaluée dans ce contexte.
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Abstract

Objective: To compare innate immune responses of peripheral blood leucocytes from healthy and
asymptomatic heaves-affected horses.

Animals: Heaves-affected horses (n = 5-6) and healthy controls (n = 4-5) kept under low dust
environments (pasture or shavings and pellets).

Procedures: Blood neutrophil and mononuclear cell populations were isolated using MACS system.
Cells were incubated with or without bacterial products (LPS, 100 ng/mL and fMLP, 10®M, 5h).
Cytokine (IL-1B, IL-8, TNF, IL-4, INFy and IL-10) and receptor (TLR4) mRNA expression was assessed
by gPCR. TNF concentration in culture supernatants and serum samples was assessed using ELISA.
Apoptotic rate of resting and stimulated neutrophils were assessed by flow cytometry using
AnnexinV and 7-AAD (18h) and correlated with early pro-inflammatory cytokine expression in the
same cells (5h).

Results: Stimulation with bacterial-derived products resulted in overexpression of pro-
inflammatory cytokines in both neutrophils (IL-1B and TNF) and mononuclear cells (IL-1B and IL-8)
from heaves-affected horses. Mononuclear cells from these horses also had significantly increased
basal TNF mRNA levels. TLR4 expression was correlated with pro-inflammatory cytokines only in
neutrophils. Neutrophil survival (18h) was associated with their early TNF expression, but not IL-8.
Serum TNF concentration was significantly higher in heaves-affected horses compared to healthy
horses kept in similar environment.

Conclusions and clinical relevance: Aberrant innate immune response toward bacterial products is
observable in leukocytes from asymptomatic asthmatic animals. This may be due to intrinsic
alterations in immune responses related to the disease genetic background or to the persistence

of systemic inflammation and priming of peripheral blood leucocytes despite antigen avoidance.
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Abbreviations
BAL: bronchoalveolar lavage
CD: cluster of differentiation
fMLP: Nformyl-Met-Leu-Phe
IL: Interleukin
INF: Interferon
LPS: Lipopolysaccharide
mRNA: messenger RNA
NF-kB: Nuclear factor-kappaB
PAMPS: Pathogen-associated molecular patterns
PBMC: Peripheral blood mononuclear cells
PRR: PAMPS-related receptor
RBCs: red blood cells
Th: lymphocyte T helper
TLR: Toll-like receptor

TNF: Tumor necrosis factor

INTRODUCTION

Heaves is a chronic airway disease of horses featuring episodes of reversible
bronchoconstriction upon exposure to barn-derived organic dusts'. This disease shares with
human asthma several pathophysiological features including reversible airway obstruction and
inflammation. The inflammatory events in heaves are mainly characterized by a neutrophilic
recruitment in the airway lumen. The etiopathogenesis of the disease remains unknown although
studies have shown the presence of adaptative immune responses to mouldy hay components
(moulds, fungi) through the recruitment of activated lymphocytes %, the expression of cytokines
associated with the helper T lymphocytes subsets (Th) **, as well as specific antibody production in
the airways ®’. Bacterial endotoxins and B-glucans also present in high concentration in
exacerbating environments were propounded as contributing factors to heaves aetiology.

Whether innate immune responses are altered in heaves-affected horses and contribute

to the development of aberrant acquired immune responses to barn-derived antigens remains to
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be determined. Limited evidences of an altered innate immune response were highlighted by the
finding that inhalation of lipopolysaccharides (LPS) induces a more pronounced airway
neutrophilia and obstruction in horses with heaves compared to healthy controls®. LPS also
enhanced the airway obstruction and inflammation induced by aerosolized moldy hay suspensions
19 or purified allergen extracts ' in susceptible horses. Furthermore, lower doses of LPS were
required to induce significant release of gelatinolytic metalloproteinase (MMP)-9 in the airways of
heaves-affected horses compared to normal horses'?. An ex vivo study also showed that alveolar
macrophages from these horses exhibited enhanced pro-inflammatory cytokine expression
compared to macrophages isolated from normal healthy controls following inhalational challenge
with LPS **. Lastly, a genetic component of heaves was demonstrated in certain breeds of horse **
and polymorphisms and/or mutations in the Toll-like receptor (TLR4) and CD14 genes were
reported *°.

Equine neutrophils are rapidly recruited to the airways after allergen challenge and
endotoxin inhalation (within 5h). These cells possess receptors for LPS as well as other specific
microbial-derived molecule receptors including receptors for formylated peptides (FPR)*"*%. They
respond to such agonist through priming of respiratory burst machinery, degranulation as well as

17-19
. In

enhanced pro-inflammatory cytokines expression and chemokines for other leukocytes
pathological conditions, neutrophils activation and survival is unnecessarily prolonged®,
phagocytosis by tissue macrophages is inhibited*!, and excessive release of toxic mediators
contributes to tissue destruction. We hypothesized that innate immune responses of horses
affected with heaves are altered and contribute to disease exacerbation. To verify this hypothesis,
we compared the ex-vivo pro-inflammatory cytokine response of peripheral blood neutrophils
from control and heaves-susceptible horses to bacterial-derived stimuli, LPS and synthetic
formylated peptide fMLP (N-formyl-Met-Leu-Phe), and its functional consequence on cell survival
in vitro. We chose to study peripheral blood neutrophils as airway neutrophils would be activated
by transmigration and by the inflammatory milieu which may differ between healthy and diseased
animals. Also, we used asymptomatic heaves-affected horses as antigen challenge was reported to

22,23

induce peripheral neutrophil activation . The pro-inflammatory responses of other leukocyte

populations to microbial stimuli was also compared between group as well as their expression of
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prototypical cytokines of the Th1, Th2 and immunosuppressive phenotypes as these could

modulate innate immune responses.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

Control horses (n = 5) and heaves-affected horses (n = 10) belonging to the Respiratory
Cellular and Molecular Biology Laboratory research herd were studied. The two groups of horses
were kept together during the entire course of the study and were regularly vaccinated and de-
wormed. Control horses had no previous history of lung diseases and did not develop airway
obstruction upon challenge with moldy hay. Sampling was performed over 3 years during periods
when heaves-affected horses were unexposed to moldy hay/straw (clinical remission) (Figure 1).
During these periods, horses were housed in a well-ventilated barn or in pasture/paddocks and
were fed with pellets and sweet feed twice a day for more than 3 months or otherwise stated.
Remission of heaves was assessed by clinical scoring as described earlier®*. Briefly, a score from 0
to 4 is attributed to abdominal movement (0 : no abdominal effort; 4 : severe and marked
abdominal movement) and nasal flaring (0 : no flaring; 4 : severe, continuous flaring). Abdominal
and nostril scores are added for a maximal score of 8. Scores 2 5 indicates the presence of airway
dysfunction. All experimental procedures were performed in accordance with the guidelines of the
Canadian Council for Animal Care and were approved by the Animal Care Committee of the

Faculty of Veterinary Medicine of the Université de Montréal.

Positive and negative isolation of leukocyte populations from peripheral blood using
immunomagnetic selection (MACS)

Blood was drawn from the jugular vein in heparinised sterile tubes®. Neutrophils were
isolated as previously described using positive immunomagnetic selection *°. Briefly, after
sedimentation of blood for 1h at room temperature, neutrophils were retrieved from the
leukocyte-rich supernatant by sequential incubation with primary monoclonal antibody® and
secondary rat anti-mouse IgM antibody conjugated to paramagnetic microbeads® before being
loaded on a ferromagnetic LS separation column®.

Neutrophil-depleted leukocytes eluted in the negative fraction of cell isolation were
pelleted and the remaining RBCs were removed by two treatments with 0.83% ammonium
chloride®. The cells were washed twice in PBS (w/o Ca®*/Mg**, pH 7.4)° using low speed

centrifugation’ (900 rpm, 15 min) to remove platelets.
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Cell counts and viability assessment were performed using a hemacytometer and Trypan
blue dye®. Cytospins were prepared for differential counting® and stained with Protocol Hema 3",

A minimum of 400 cells were counted.

Cell culture conditions for gene expression analysis

Neutrophils and neutrophil-depleted leukocytes were suspended at 5 x10° cells/mL in
culture medium RPMI 1640° supplemented with 10% heat inactivated low-endotoxin FBS®, 2mM L-
glutamine®, 100U/mL penicillin® and 100pg/mL streptomycin® and cultured in 6 or 12 well plates
(non-treated plastic)' in the presence or absence of Lipopolysaccharide from E. coli 0:111B4° (100
ng/mL) and NformyI—Met-Leu—Phed (fFMLP, 5 ng/mL) for 5h in a CO, incubator at 37°C. These
concentrations were shown to induce pro-inflammatory gene expression by equine neutrophils *°.
Cell viability was assessed before homogenization in TRIzol® Reagent’ (107 cells/test). Samples

were kept at -802C until further use.

RNA extraction and reverse transcription (RT)

ARN extraction was performed according to the manufacturer instructions using 3 steps
nucleic acid precipitation with 0.2 volume chloroform, 1 volume isopropanol and ethanol. ARN
pellets were air-dried and total ARN concentration and purity was evaluated using
spectrophotometry (GeneQuantpro, Biochrom). Five hundred nanograms of total RNA was used
for reverse transcription as described earlier 25 using Oligo(dT).12,18 primersj and AMV reverse
transcriptase®. cDNA samples were stored at -20°C. For gene analysis using primers that did not
span exon-intron bounderies (IL-4, INFy and IL-10), ARN samples from neutrophil-depleted
leukocytes were further treated with Amplification Grade DNAse1’ following manufacturer’s

instructions before reverse transcription.

gPCR

Real-time PCR was performed using Quantitect SYBR Green PCR kit' as described earlier®
on the RotorGene thermal cycler™. PCR runs included a first 10 min denaturation step at 95°C
followed by a maximum of 50 amplification cycles. Quantification was performed using optimised
gene-specific standard curves made of serial dilution (10X) of PCR products (QIAGEN’s Gel

Extraction Kit) with reproducible efficiency coefficient over 90% and a calibrator sample in the
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target run. Absolute gene expression was corrected using ubiquitin as a reference gene. Primers
sequences are as following (5" — 3’): IL-1B sens (S) GAC TGA CAA GAT ACC TGT GGC CT and IL-1B
anti-sens (AS) AGA CAA CAG TGA AGT GCA GCCT; IL-4.S TCG TGC ATG GAG CTG ACT GTA and IL-
4.AS AS GCC CTG CAG ATT TCC TTT CC; IL-8.S CTT TCT GCA GCT CTG TGT GAA G and IL-8.AS GCA
GAC CTC AGC TCC GTT GAGC; IL-10.S TGC TAT GTT ACC TGG TCT TCC TGG and IL-10.AS TAG TAG AGT
CAC CGT CCT GGA TGC; INFy.S TCT TTA ACA GCA GCA CCA GCA A and INFy.AS GCG CTG GACCTT
CAG ATC AT; TNF.S CTT GTG CCT CAG CCT CTT CTC CTT C and TNF.AS
CTTGTGCCTCAGCCTCTTCTCCTTC; TLR2.S GAA TCA CTG GAC AAT GCC ACA TGC and TLR2.AS AGA
CAC CAG TGG GAT CAC AAG ACA; TLRA.S TGG GAC TCT GAT CCC AGC CAT and TLR4.AS AGG TCC
AGT TCC TTG GTT GAT GTG; Ubiquitin.S TAG CAG TTT CTT CGT GTC CGT and Ubiquitin.AS TGT AAT
CGG AAA GAG TGC GG.

Apoptosis assays

The association between gene expression and survival was studied in neutrophils from
heaves-affected horses during clinical remission (n = 5). Briefly, isolated neutrophils were cultured
with or without microbial products for 18h in supplemented RPMI, as described above. Aliquots
of the cells (107) cultured in separate plates were homogenized in TRIzol®Reagent after 5h for
mRNA analysis. Apoptosis was assessed after 18h using APC-conjugated AnnexinV and 7-AAD° as
markers of cell apoptosis and death, respectively, following the manufacturer’s instructions.
Briefly, neutrophils were washed twice in cold PBS w/o Ca®**Mg”* and 100 uL aliquots were
incubated in the dark with AnnexinV-APC and/or 7-AAD for 15 min at room temperature in 1X
binding buffer®. The cells were placed on ice after adding 400uL of binding buffer and analyzed
immediately on a FACSCalibur flow cytometer®. Data were acquired on 10 000 events and analyzed
using BD CellQuest™ Pro Software®. APC-AnnexinV fluorescence was detected in FL-4 channel
(690nm) and 7-AAD in FL-3 channel (650nm). Fluorescence threshold levels were set using single-

labelled neutrophils.

Determination of TNF concentrations in serum and culture supernatants by ELISA

TNF was used as a marker of systemic inflammation in serum samples *°. Blood was
collected by venipuncture in dry sterile Vacutainers tubes®. Blood samples were allowed to clot at

room temperature and were centrifuged for 10 min at 1500 rpmf. Serum was collected and frozen
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at -80°C within 2 hours of collection. TNF dosage in serum samples and culture supernatants were
performed using equine TNF-a/TNFSF1A DuoSet® ELISA? with minor modification to the
manufacturer’s protocol, as described elsewhere?. Serum samples diluted in Bio-Plex Pro
Isotyping Diluent® 1:4 to 1:256 and culture supernatants (1:1) in reagent diluent (bovine serum

albumin 1% in PBS). The assay detection limit was 3.9 pg/ml.

Statistical analysis

Data obtain from PCR experiments were analyzed using repeated-measures linear models
using SAS v.9.1.". Stimulation (resting versus LPS + fMLP) was treated as within-subject factors and
the group (controls versus heaves) as a between-subject factor. Graphpad Prism 5 software® was
used to perform all other analyses. Pearson’s correlation analysis was used to assess the
association between the TLR4 expression by neutrophils and mononuclear cells and pro-
inflammatory cytokines as well as the association between TNF expression by neutrophils and
their % of viability after 18h on logyjs-transformed data. A repeated measures linear model, with
the same factors as above, was performed on log;o-transformed neutrophils viability parameters
and TNF concentrations in neutrophil and mononuclear cell culture supernatants. Serum TNF data
were logy, transformed and mean concentrations between controls and heaves-affected horses
were compared using a two-tailed unpaired t-test. For statistical analysis purposes, a value of 3.9
pg/ml corresponding to the assay detection threshold was assigned to samples with undetectable
TNF in ELISAs. Graphs show raw data, expressed as mean + SEM. P values less than 0.05 were

considered statistically significant.
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RESULTS

Animals

Horses did not show signs of pulmonary dysfunction at times of sampling as assessed by

clinical scoring: total scores were < 4 for all horses in all experiments.

Enhanced pro-inflammatory gene expression by peripheral blood neutrophils and mononuclear

cells from horses with heaves

We first compared the innate immune response of neutrophils from healthy and heaves-
affected horses by assessing pro-inflammatory cytokine expression. The purity of isolated
neutrophils was 97.80 = 0.38 % and 98.00 + 0.17% for controls and heaves respectively, and
viability was 95.35 £ 1.01 % and 97.08 + 1.27%, respectively. Neutrophils expressed significantly
more IL-8 and TLR4 mRNA after stimulation with bacterial products for 5h in both group of horses
(p < 0.05, Figure 2). However, only neutrophils from heaves-affected horses showed significant up-
regulation of TNF mRNA and IL-13 expression.

In order to evaluate if the differences observed in gene expression patterns were
restricted to neutrophils, gene expression by neutrophil-depleted leukocytes from the two horse
groups were also studied. This population consisted primarily of mononuclear cells (>85%) (Table
1). Cell viability was 99.02 + 0.08% and 99.14 £ 0.06% for controls and heaves, respectively. As for
neutrophils, mononuclear cells showed a different gene expression profile whether they were
isolated from diseased or healthy horses. Indeed, stimulation with microbial antigens significantly
enhanced the relative IL-1B and IL-8 mRNA expression in mononuclear cells from heaves-affected
horses only (p < 0.01, Figure 3A). Surprisingly, TNF expression was not increased by stimulation in
mononuclear cells from either group. This phenomenon was reproduced in neutrophil-depleted
leukocytes isolated from different horses and stimulated with LPS only (100ng/ml, n = 4, not
shown) suggesting that mononuclear cells have different kinetics for TNF gene expression
compared to neutrophils in horses. However, mononuclear cell baseline TNF expression was
significantly higher in heaves-affected horses compared to control horses (p < 0.05). Another
contrasting observation was that LPS + fMLP did not significantly induce TLR4 up-regulation in

mononuclear cells after culture for 5h.



110

Prototypical cytokines of the Th1 (INF-y), Th2 (IL-4) and immunosuppressive (IL-10)
phenotypes were also studied (Figure 3B). Differences in peripheral blood levels of these
cytokines have been reported during both disease remission and exacerbation®®. Here, we found
no difference between groups in the expression of INF-y and IL-10 in unstimulated cells.
Stimulation with microbial products for 5h did not affect INF-y expression whereas a slight but
significant decrease in IL-4 expression was observed in mononuclear cells from heaves-affected
horses only. LPS + fMLP significantly enhanced the expression of IL-10 mRNA in both groups.

Correlation analyses were performed using data from both groups for each stimulation
separately to account for sample independence. The mRNA expression of TLR4 was significantly
correlated with IL- 1B (p < 0.01, r* = 0.71) and IL-8 (p < 0.05, r* = 0.47) in stimulated neutrophils
whereas TLR4 expression was significantly associated with TNF expression in resting neutrophils (p
= 0.0001, r* = 0.86). In mononuclear cells, only IL-1B was significantly correlated with TLR4,

however this was primarily due to 2 extreme values (circled in gray).

TNF release by neutrophils and mononuclear cells in culture supernatants

ELISA was used to evaluate if increased release of TNF in cell cultures from heaves-
affected horses could attest of or contribute to paracrine cellular priming. As shown in Figure 5,
detectable TNF concentrations were found in 4 over 9 samples from LPS+fMLP-stimulated
neutrophils, 3 of which were from heaves-affected horses. Neither stimulation nor group effect
could reach statistical significance. All but one mononuclear cell culture supernatants had
detectable levels of TNF. In contrast to mRNA data, microbial stimulation resulted in significant
release of TNF by mononuclear cells from both groups and no difference in baseline TNF release

was observed.

LPS+fMLP-induced TNF expression by neutrophils, but not IL-8, correlates with their survival

Microbial stimulation delays spontaneous apoptosis in neutrophils 2° partly through

2931 We found a significant effect of

paracrine/autocrine release of pro-inflammatory cytokines
microbial stimuli on neutrophil’s survival. Figure 6B shows the significant increase in the mean %
of live cells (21. 80 + 6.84% versus 30.01 + 7.63, p < 0.05) and decreased dead cells (4.14 + 0.55%
versus 2.69 + 0.53%, p < 0.01) in stimulated compared to non-stimulated neutrophils after culture

for 18h. The decreased % of apoptotic cells did not reach significance (73.97 + 7.23 % versus 67.13
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+7.61 %, Figure 6B). The % of viable cells after 18h was correlated with TNF, but not with IL-8, in
stimulated neutrophils (Figure 6C). This association was not found in unstimulated neutrophils

(not shown).

Increased serum TNF concentration in asymptomatic heaves-affected horses compared to

controls

The presence of systemic inflammation in asymptomatic heaves-affected horses could also
contribute to peripheral blood leukocyte priming. We thus compared serum TNF concentration as
a marker of systemic inflammation in normal and heaves-affected horses during clinical remission
(Figure 7). TNF was detected in 4 over 5 horses affected with heaves and 1 over 4 controls. The
mean TNF concentration was significantly higher in heaves-affected horses compared to controls

(9125.34 + 4 181.13 versus 40.18 + 36.28 pg/ml, respectively).
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DISCUSSION

In the present study, we investigated the innate immunoregulatory functions of leukocytes
from horses with heaves by comparing the response of peripheral blood neutrophils and
mononuclear cells from diseased and healthy horses to common bacterial-derived antigens. We
found that in horses with heaves, both cell populations were primed for enhanced pro-
inflammatory responses to LPS and formylated peptides ex vivo. Stimulated neutrophils from
asymptomatic heaves-affected horses had up-regulated IL-1 and TNF expression; the latter was
strongly associated with their survival rates. Mononuclear cells from these horses also had up-
regulated pro-inflammatory cytokine (IL-1B and IL-8) expression following stimulation and showed
high basal TNF mRNA levels compared to controls, suggestive of cellular priming or activation. This
led us to investigate whether systemic inflammation was involved in this phenomenon. Indeed, we
found significantly higher TNF concentrations in serum samples from asymptomatic heaves-
affected horses compared to normal horses kept in the same environment. Taken together, these
results suggest that systemic inflammation persist in heaves-affected horses despite antigenic
avoidance and that this may contribute to prime peripheral blood neutrophils and mononuclear
cells to subsequent microbial stimulation.

Our present and previous findings 2>

reveal that gene expression is not altered in resting
peripheral blood neutrophils of asymptomatic heaves-susceptible horses compared to normal
horses. Neutrophils aberrant activation in susceptible horses appears to be agonist-specific since it
is observable using microbial products (LPS + fMLP), but not IL-4 %, suggesting that altered innate
immune responses to PAMPS may be associated with heaves pathology. We found here that
mononuclear cells also present an exaggerated response to these stimuli in horses with heaves.
These results are in accordance with, and extend the previous findings by Laan et al that alveolar
macrophages of LPS-challenged heaves-affected horses expressed higher IL-8 and IL-13 mRNA
levels than those from normal horses . Taken together, these results suggest that in heaves,
peripheral blood leukocytes are prone to have exaggerated responses following activation with
microbial stimuli and therefore the differential cytokine expression of pulmonary leukocytes may

not solely reflect the influence of the local inflammatory milieu. The contribution of innate

immune stimuli to this phenomenon, as opposed to adaptative responses, is further demonstrated
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in Laan et al’s study by the overexpression of inflammatory cytokine by heaves-susceptible horses
in response to hay dust suspension, but not after stimulation with purified antigen extracts. It has
been shown that LPS may possibly participate to the development of airway inflammation and
obstruction in heaves-affected horses in response to moldy hay or purified allergens®**. Leukocyte
exaggerated response to LPS in heaves may also contribute to increase the horses’ sensibility to
LPS inhalational challenges, as reported by Pirie et al °. In asthmatic individuals, the nature of the
agonist is also pivotal in identifying dysregulated cell activation as aberrant cytokine profiles were
found in LPS-stimulated but not phytohemagglutinin (PHA)-stimulated peripheral blood
leukocytes®>.

Interestingly, in human asthmatics, a potentiation of LPS responses by peripheral blood
neutrophils and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) is also described®**>. This
phenomenon was not associated with an increased expression of TLR4 by these cells. Similarly, we
did not find difference in the TLR4 mRNA expression by neutrophils and mononuclear cells
between groups of horses. However, we found that the expression of pro-inflammatory cytokines
is more strongly associated with TLR4 expression in neutrophils than in mononuclear cells. These
differences are likely due to the lack of TLR4 and TNF up-regulation after microbial stimulation for
5h in mononuclear cells, as opposed to neutrophils. However it may imply that increase in TLR4
expression by stimulated neutrophils contribute to their enhanced pro-inflammatory cytokine
expression induced by microbial products. These results also suggest that an increased proportion
of neutrophil in sputum or BAL samples from asthmatics or heaves-affected horses, respectively,
would contribute to the associated increased expression of innate immune molecules. In support
for this hypothesis, Simpson et al showed that pulmonary inflammation in patients with
neutrophilic asthma was associated with increased mRNA expression of receptors related to
innate immune responses, particularly to LPS (TLR4, TLR2 and CD14), as well as up-regulated
expression of signature cytokines of innate immunity (IL-1B, IL-8 and TNF), in sputum samples
when compared with different inflammatory phenotypes®®. Similar findings are reported in
heaves-affected horses as their bronchoalveolar lavage (BAL) cells expressed higher TLR4 and IL-8
mMRNA levels compared to control horses exposed to similar environment®’.

Possible mechanisms implicated in differential intrinsic innate immune responses include

aberrant receptors expression or signaling pathways. Polymorphisms in CD14°%, TLR2* and TLR4"
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genes have been associated with the development of asthma in children or to LPS responsiveness

1 Importantly, gene-environment interactions seem to be pivotal for the determination of

39,42 14,43

outcomes related to asthma and allergic sensitization in humans and in horses . Hence, it
can be postulated that horses bearing alteration in genes related to innate immunity could be at
higher risk for the development of heaves if housed in certain environments. Of note, TLR4 and
CD14 SNPs were reported in certain breeds of horses *°, but have not yet been associated to
altered LPS responsiveness using equine whole blood leucocytes *°. Alternatively, as the
expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10 was not significantly higher in mononuclear
cells from heaves-affected horses compared to controls, we can infer that cellular activation by
microbial stimuli in heaves is prone toward a global pro-inflammatory balance. This altered
balance also characterized the LPS response of pulmonary cells from COPD patients, a neutrophilic
airway disease of human, mainly through a dysregulated TNF/IL-10 expression ratio*.
Nonetheless, from our results, it may be hypothesized that heaves-susceptible horses possess an
hyperresponsive phenotype concerning their inflammatory response to PAMPS and that this
would allow antigen presenting cell activation upon inhalation of endotoxins whereas
hyporesponsive phenotypes would not*. The concomitant presence of allergens in inhaled air
would favour the process of allergic sensitization in these horses.

One consequence of inappropriate neutrophil activation is the inhibition of spontaneous
apoptosis and their prolonged release of toxic mediators at inflammatory sites. In heaves-affected
horses, resolution of inflammation corresponds in time with pulmonary neutrophils apoptosis and
their removal by macrophages®'. Neutrophil apoptosis can be regulated by pro-inflammatory
cytokines in autocrine and paracrine manners as well as by microbial-derived stimuli. Therefore,
we explored the relationship between neutrophil cytokine expression and their survival as a
consequence of dysregulated innate immune responses. We found that microbial-induced TNF
expression by neutrophils from heaves-affected horses, unlike IL-8, was strongly associated with
their survival ex vivo. Although both cytokines are up-regulated in the lungs of these horses after
hay exposure*®*’, and may contribute to neutrophil activation and recruitment to the lungs, the
autocrine TNF production by neutrophils may particularly contribute to sustain cellular activation

and survival in the airways. This hypothesis is in agreement with Bureau et al’s proposal that high

NF-kB activity and release of IL-1B and TNF by airway neutrophils prevent apoptosis and
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contribute to chronic airway inflammation in horses with heaves *'. In human neutrophils, it has
been shown that LPS induces early TNF expression which contributes to its anti-apoptotic effect *.
LPS induced-TNF also enhances the late IL-8 secretion by human neutrophils *°, which is associated

to TNF-induced neutrophils survival®

, in contrast to the early IL-8 expression evaluated in the
present study (5h). Other mechanisms implicated in TNF-induced survival include activation of NF-
kB, phosphoinositide-3-kinase (PI3-K) and ERK1/2 *>*° and the transcription of the survival factor
myeloid cell leukemia-1(Mcl-1) which inhibits in the intrinsic apoptosis pathway **. Also, it is
known that TNF delays apoptotic neutrophils phagocytosis by macrophages in vivo *%.

We hypothesized that systemic inflammation could account for the priming of peripheral
blood leukocytes in asymptomatic heaves-susceptible horses. Systemic inflammation is indeed a
feature of chronic inflammatory diseases including obesity >, cancer **, rheumatoid arthritis (RA)
>* inflammatory bowel diseases >®, asthma and chronic obstructive pulmonary disease (COPD)
2657 The presence of inflammatory molecules such as cytokines or acute phase proteins (APP) in
the systemic circulation may directly modulate leukocytes activation state. For example, serum

amyloid protein A (SAA), a typical APP, was shown to possess several inflammatory properties

including the induction of pro-inflammatory cytokines synthesis in neutrophils and their survival

58,59 26,60

. TNF is a cytokine found to be up-regulated in the blood of patients with asthma along
with other acute phase proteins. We previously showed that serum TNF concentrations were high
in heaves-affected horses during exacerbation”’. Here we report for the first time that systemic
inflammation persists in asymptomatic heaves-affected horses. Activated PBMCs could represent
a source of TNF as its mRNA expression was highly expressed at baseline in heaves-susceptible
horses. However, we did not find agreement between the mRNA expression and protein content
of PBMCs culture supernatants suggesting that the secretion TNF is tightly regulated. Post-

6162 and occurs in

transcriptional regulation of TNF is indeed well described in other species
peripheral blood leukocytes in horses &. Also, it may be hypothesized that LPS + fMLP-induced
TNF transcription and secretion is an early event in PBMCs as we did not find a significant effect of
stimulation on TNF mRNA expression in these cells compared to neutrophils despite significant
increase of protein content in supernatants. This observation has been replicated in another study

performed by our team . Interestingly, in a murine model of thermal injury, systemic priming of

neutrophils involves p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) phosphorylation and activation
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of both NF-kB and activator-protein (AP)-1 through TNF-dependant and -independent pathways®.
It remains to be determined whether similar mechanisms are involved in systemic leukocytes
priming in heaves-affected horses and contribute to enhance their pro-inflammatory cytokine
expression in response to microbial stimuli, as an alternative of altered TLR4 expression.

In conclusion, we found that peripheral blood leukocytes from heaves-susceptible horses
in clinical remission of the disease show exaggerated pro-inflammatory cytokine responses to
common bacterial-derived products. These altered innate immune responses are associated with
systemic inflammation in these horses. It may be postulated that horses with heaves have a
susceptible genotype/phenotype for enhanced responses to PAMPS and that low levels of
microbial products inhalation in low dust environments may contribute to sustain low-grade local
and systemic inflammation despite the absence of airway obstruction. Alternatively, heaves may
underlie a systemic disease component which may modulate leukocytes innate immune responses
and contribute to disease exacerbation. Systemic inflammation could also be a consequence of
airway remodeling as the latter is a stable process in heaves®® and involves inflammatory mediator
release by proliferating cells. Future studies are required to identify the mechanisms involved in
systemic priming of leukocytes and other systemic inflammation markers in heaves-affected

horses.

Footnotes

a. BD Vacutainer

b. #DH24A, VMRD Inc.

c. MACS, Miltenyi Biotec

d. Sigma-aldrich

e. GIBCO

f. GS-6R Centrifuge, BECKMAN
g. Cytospin2, Shadon

h. Fisher Scientific

i. Ultident, Canada

j- Invitrogen

k. Roche Diagnostic
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[.  QIAGEN
m. Corbett Research, Montreal-Biotec
n. Flovent, Glaxo Wellcome, Mississauga, Ontario, Canada
o. BD Biosciences, Becton Dickinson, San Jose, California, USA
p. R&D Systems
g. Bio-Rad
r. (Cary, N.C.)
s. (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA)
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Figures et Tableaux de I’Article #1

Table 1. Differential cell counts in neutrophil-depleted isolation fraction

Controls Heaves
Mean (%) SEM Mean (%) SEM
Mononuclear cells 86.91 3.68 88.45 3.98
Lymphocytes 76.66 3.9 79.65 4.01
Monocytes 10.25 0.56 8.8 0.83
Granulocytes 13.09 3.68 11.55 3.98
Neutrophils 3.49 1.9 6.94 2.43

Eosinophils 9.6 2.67 4.6 1.97
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Figure 1. Study time line. Horses were studied at various time points over a 3 year period while they

were housed in low dust exposure environments (pasture or stabling with pellets and shavings, time of

remission is indicated between brackets) to induce clinical disease remission in horses with heaves.
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Figure 2. Gene expression in neutrophils from control and heaves-affected horses after stimulation with

microbial products. Neutrophils were isolated from the peripheral blood of healthy controls (n = 4) and

heaves-affected horses (n = 6) during clinical remission. Cells were stimulated with microbial products

(LPS 100ng/ml and fMLP 5ng/mL) for 5h. Quantitative PCR for pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-8,

TNF) and TLR4 was performed to compare the innate immune responses of neutrophils from both groups.

*p<0.05, ** p<0.01.
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Figure 3. Gene expression in mononuclear cells from control and heaves-affected horses after stimulation
with microbial products. Mononuclear cells were retrieved from the negative fraction of neutrophil isolation
using MACS in healthy controls (n = 5) and heaves-affected horses (n = 5) during clinical remission. Cells were
stimulated with microbial products (LPS 100ng/ml and fMLP 5ng/mL) for 5h. A. Quantitative PCR for pro-
inflammatory cytokines (IL-1B, IL-8, TNF) and TLR4 was performed to compare the innate immune responses
of mononuclear cells from both groups. B. INFy, IL-4 and IL-10 were quantified as prototypical cytokines of

the Th1, Th2 and immunosuppressive adaptative phenotypes. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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horses cultured with microbial products is strongly associated with their expression of TNF. A.

Representative scatterplots showing flow cytometry analysis of the rate of spontaneous apoptosis in
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neutrophils viability parameters after 18h in heaves-affected horses (n = 5). C. Correlation between TNF or
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5). *p < 0.05, ** p<0.01.
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Optimization of a procedure to accurately detect equine TNFa

in serum samples

Sommaire

Le TNF est une cytokine pro-inflammatoire servant de marqueur de I'inflammation systémique.
Des concentrations élevées de TNF ont été quantifiées dans le sang des patients asthmatiques.
L'inflammation systémique chez les chevaux atteints du souffle pourrait influencer la réponse des
leucocytes aux agonistes et contribuer a la physiopathologie du souffle.

Cet article décrit les travaux effectués pour optimiser un ELISA spécifique au TNF équin afin de

pouvoir détecter cette cytokine dans le sérum des chevaux atteints du souffle et controle.
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Abstract

The systemic component of chronic inflammatory diseases may lead to clinical
complications. High levels of TNFa, a pro-inflammatory cytokine, are found in human patients with
COPD and asthma. Horses are also susceptible to an array of chronic inflammatory disorders
possibly associated with systemic inflammation, including respiratory diseases. Currently, there is
no commercially available ELISA validated to assess TNFa in equine serum samples. Moreover, the
reported normal mean concentration of serum TNFa in horses vary greatly. Hence, we sought to
optimize and validate a procedure to quantify this cytokine in equine serum samples using a
sandwich ELISA. Our results indicate that the nature of diluent buffers greatly impact the
detection of TNFa in equine serum samples as its quantification increased in some cases from non-
detectable levels to the ng/ml range. Linearity assays performed with serum samples from 6
animals serially diluted in 4 different buffers showed that serum matrix interference was animal-
dependent. The specificity of TNFa detection was also assessed. Our optimized assay conditions
were validated by quantifying levels of TNFa in serum samples from normal horses and horses

affected with chronic pulmonary disease (heaves).

Keywords: sandwich ELISA, TNFa, horse, serum, matrix effect.
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INTRODUCTION

There is an increased interest for the study of the systemic component of a variety of
chronic inflammatory diseases. Acute phase proteins as well as pro-inflammatory cytokines are
increased in peripheral blood of patients with obesity (Park et al., 2005), cancer (Deans and
Wigmore, 2005), rheumatoid arthritis (RA) (Snow and Mikuls, 2005), inflammatory bowel diseases
(Niederau et al., 1997), asthma (Jousilahti et al., 2002) and chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) (Gan et al., 2004; Higashimoto et al., 2008). The importance and the impact of this
phenomenon on disease progression and exacerbation remain to be determined. One hypothesis
suggests that primed peripheral blood leukocytes favours perpetuating tissue inflammation
(Nikolaus et al., 1998). Increased levels of TNFa, a pro-inflammatory cytokine produced by a
variety of immune cells, were reported in the bloodstream of obese peoples (Olszanecka-
Glinianowicz et al., 2004) and subjects with pulmonary diseases such as asthma and COPD (Barnes,
2003; Higashimoto et al., 2008). Moreover, TNFa is already a therapeutic target to treat patients
with RA (Ariza-Ariza et al., 2007) and is being considered for the treatment of a subset of patients
with severe asthma (Matera et al., 2009).

Horses can be affected with pathologic conditions similar to the above mentioned human
diseases (Kalck, 2009; Sutton et al., 2009; Theon, 1998; Vick et al., 2007). Our current focus of
research is heaves, a common chronic inflammatory disease of the airways affecting mature
horses that shares several pathophysiological characteristics with human asthma (Robinson, 2001).
Currently, there is no commercially available ELISA designed for the measure of serum TNFa in
horses: both R&D Systems® and Thermo Fisher scientific (Endogen) offer kits validated for the
assessment of cell culture supernatants only. In addition, considerable variability amongst reports

is found for TNFa concentrations in normal horse sera (100 to 500 000 pg/ml) (Donovan et al.,
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2007; McFarlane and Holbrook, 2008; Woodward AD, 2007). The methods used in these studies

are mainly “homemade” ELISAs with either unpublished assay validation (Woodward AD, 2007)
and/or variable assay conditions (Adams et al., 2008; Figueiredo et al., 2008; McFarlane and
Holbrook, 2008; Woodward AD, 2007). One study describes the optimization of Endogen’s ELISA
for equine serum TNFa (Vick et al., 2007), however the mean serum concentration obtained using
this method is not reported.

The aim of the present study was to validate the use of R&D Systems’ equine TNF-
o/ TNFSF1A DuoSet ELISA kit (cat. No. DY1814) to quantify TNFa concentration in blood samples
from horses affected with heaves. We provided evidences that interacting factors present in blood
samples prevented TNFa detection. This revealed to be strongly dependent on the buffer used to
dilute serum samples and subjected to considerable inter-animal variability. Finally, we established
suitable and reproducible experimental conditions to allow linear and specific detection of TNFa in

equine serum samples using R&D Systems’ equine TNF-a/TNFSF1A DuoSet ELISA kit.
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MATERIAL AND METHODS

Reagents

All chemical reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Mississauga, ON, Canada) if not
otherwise stated. Bio-Plex Pro Isotyping Diluent used for sample dilution was from Bio-Rad (#171-
305030, Mississauga, ON, Canada). Tetramethylbenzidine (TMB) containing peroxide was
purchased from Calbiochem (#613544, Cincinnati, OH, USA). Ninety-six wells flat bottom plates for
ELISA were from VWR, Mississauga, ON, Canada (Microlon 96W, High binding Flat bottom, Greiner
Bio-One # 655061).

Animals

Horses with a diagnosis of heaves (Robinson, 2001) (mean weight 473.8 (range 386-534 Kg), mean
age 16.8 (range 15-20 years), n = 6) and control horses (mean weight 515.0 (485-548 Kg), mean
age 13.7 (12-15 years), n = 3) from our research herd were studied. Blood samples were collected
while heaves-affected horses in clinical exacerbation of the disease (= 3 weeks antigenic exposure
with mouldy hay and straw, mean clinical scores 7.18 + 0.40 versus 3.0 + 0.58 in heaves-affected
and control horses respectively (Robinson et al., 2000)). Serum samples collected in previous
research projects from control (n = 4) and heaves-affected horses (n = 8) either before or after
antigenic exposure were also used in preliminary studies. All experimental procedures were
performed in accordance with the guidelines of the Canadian Council for Animal Care and were
approved by the Animal Care Committee of the Faculty of Veterinary Medicine of the Université
de Montréal.

Samples

Blood samples were collected by venipuncture in dry Vacutainers tubes (BD Biosciences). Blood

samples were allowed to clot at room temperature and centrifuged for 10 min at 1500 rpm (GS-6R
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Centrifuge, BECKMAN). Serum was collected and frozen at -80°C within 2 hours of collection.
Samples were subjected to a maximum of three freeze-thaw cycles. Repeated freeze-thaw cycles
do not affect TNFa quantification in human serum samples (Aziz et al., 1999).

ELISA assay

ELISA was performed according to the manufacturer’s instructions with minor modifications:
primary antibody coating was performed in 0.1M Na,HPO, (pH 9.0) overnight at 4°C and the
duration of incubations with Streptavidin-HRP and TMB were both increased to 30 min instead of
20 min. Quantification of all serum and standard curve samples were performed in duplicates.
Results are expressed as either mean specific OD values (sOD, blank-corrected) or as mean TNFa
concentration (pg/ml) of duplicate samples. Inter and intra-assay coefficient of variations (CVs)
were assessed by comparing standard curve sOD (15.63-1000 pg/mL) between tests performed on
3 different days and sOD from sample duplicate on one plate, respectively.

Statistics

For statistical analysis, a value of 7.8 pg/ml corresponding to the assay detection limit was
attributed to samples with non-detectable TNFa. Also, where sOD values were compared, a
minimum value of 0.001 was assigned to samples with null OD. Data from the specificity assay
were analyzed using Friedman’s test on logy transformed sOD values and selected means were
further compared using Bonferroni’s multiple comparison test. An unpaired one-tailed t-test with
Welch’s correction was performed on logy transformed data from the comparative study of
control and heaves-affected horse samples as higher TNFa levels were expected in serum of
heaves-affected horses versus controls. Analysis was done using Graphpad Prism 5 software
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). P values less than 0.05 were considered statistically

significant.
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RESULTS AND DISCUSSION

Detection of TNFa in 20 serum samples using manufacturer’s instructions.

The assay linearity was assessed using the manufacturer’s instructions by performing a
standard curve using recombinant equine TNFa (rTNFa) serially diluted in PBS 1% BSA (2-fold
dilution). Correlation coefficients (R?) were greater than 0.997 with dilutions ranging from 7.8 -
1000 pg/ml. Serum samples from animals expected to have high (animal #1, heaves-affected
horse) and low (animal #2, control horse) TNFa serum concentration according to PBMCs mRNA
expression (Lavoie-Lamoureux A., 2008) were tested using the same conditions. In line with our
expectations, TNFa concentration was higher in serum from horse #1 and was linearly detected
(mean sOD values: 0.803, 0.396, 0.197, 0.107 for dilutions 1/32, 1/16, 1/8 and 1/4 respectively) as
it remained undetected in serum from animal #2. Therefore, we proceeded to TNFa
quantification in 20 serum samples from 14 horses with different clinical conditions and stages of
the disease using a single dilution (1:4 in PBS 1% BSA, Table 1). TNFa was only detected in serum
from animal #1, in a reproducible manner. Given that the increased levels of TNFa in serum
samples from horses affected with heaves during clinical exacerbation were expected, we
postulated that some serum factors may have interfered with the detection of TNF.

Linearity of TNFa detection in equine serum: effect of dilution and diluents

The complexity of samples in terms of proteins, lipids and other compounds present may
vary due to sample types, sources, or preparative methods and cause assay interference
preventing TNFa detection. Furthermore, these matrix effects are likely to be animal dependent
and a function of health conditions. Therefore, we evaluated the ability of different buffers for
reducing the matrix effect and allowing the detection of TNFa in serum samples. Firstly, linearity

assays were performed using either PBS 1% BSA, PBS 4% BSA (McFarlane and Holbrook, 2008),
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50% fetal bovine serum diluted in PBS (FBS 50%, according to R&D System’s assay optimization
instructions) or the Bio-Plex Pro Isotyping diluent from Bio-Rad Laboratories, a buffer designed to
allow titration of antibodies in human serum samples. Standard curves drawn using 2-fold serial
dilutions of rTNFa are shown in Figure 1A. The polynomial equation shows that the relationship
between rTNFa concentrations and sOD values for each buffer had a R? value superior to 0.99,
which indicates a very high linearity for rTNFa detection.

In order to assess the effects of buffer composition, dilution fold and inter-animal
variability on native TNFa detection, we next performed linearity assays by serially diluting serum
samples from 6 horses in the 4 different buffers (range from 1:2 to 1:64). Figure 1B shows that for
a given animal, quantification varied considerably by changing the dilution buffer. Hence, except
for horse #21, sOD values were higher in serum samples diluted in the Bio-Plex Pro Isotyping
diluent, followed by PBS 1% BSA. PBS 4% BSA and PBS 50% FBS revealed to be mostly unsuitable to
allow TNF detection. Linearity of detection was achieved using the Bio-Plex Pro Isotyping diluents
in 4 of the 6 horses suggesting that it is the most suitable. Although the exact composition of this
buffer remains unknown, its effect is likely to derive from appropriate salts and detergent
concentrations leading to reduced matrix interference. Marked inter-individual variability in the
strength of this matrix effect is observed as some samples with high concentrations of TNFa
generated detection signals in multiple buffers (e.g. Horse #1 and 22 in both PBS 1%BSA and Bio-
Rad’s buffer, Table 1 and Figure 1b, respectively) whereas others required Bio-Rad’s buffer to
allow detection, suggesting higher strength of the matrix interference in these samples. Inter- and
intra-assay coefficients of variations varied from 8.7-22.7% and 0-5% respectively, using this latter

buffer.
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Some of the known interacting factors for TNFa detection by ELISA include the presence of
soluble receptors (Engelberts et al., 1991) in plasma/serum samples as well as the recognition of
oligomers (bioactive) versus monomers of TNFa subunits by monoclonal antibodies (Petyovka et
al., 1995). Detergents such as Triton X-100 and Tween 20 can dissociate bioactive TNFa complexes
into monomers and facilitate its detection as well as modulating the viscosity effect of the matrix
for antibody-antigen interaction (Morgan et al., 1998). Therefore, we hypothesize that the efficacy
of the Bio-Rad’s Bio-Plex Pro Isotyping buffer may rely on adequate concentrations of such
detergent which allow to enhance TNF detection by polyclonal antibodies provided in R&D
System’s TNF-o/TNFSF1A DuoSet ELISA kit. Soluble receptors cleaved from leukocytes membranes
upon activation (Dri et al., 2000) may also interfere with TNFa detection, especially when
assessing TNFa levels in pathological conditions. Nevertheless, we were able to detect serum TNFa
concentrations near the assay detection threshold suggesting that our optimized conditions were

sufficient for counteracting the effect of these matrix interfering factors.

Specificity of native TNFa detection in equine serum

We used both capture antibody omission and competitive binding assay to assess the
specificity of TNFa detection in serum samples diluted in the Bio-Plex Pro Isotyping diluent. Serum
samples from 4 animals with variable levels of TNF were diluted 1:32 in triplicate sets based on
their linear detection range. For each animal, coating of wells with capture antibody was omitted
for one set of samples whereas another set was pre-treated with capture Ab (200ng/ml) at room
temperature for 2h with gentle agitation before being assayed for TNF quantification. The third
set of samples was assayed following the above described optimized ELISA procedure. Table 2

shows the drop in sOD values after competitive binding assays as well as complete abrogation of
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signal in all serum samples when capture antibody was omitted. The reduction in sOD with

competitive binding strongly suggests that OD readings are specific to TNFa.

Reassessment of serum TNFa using the optimized assay conditions

Finally, we validated our optimized ELISA procedure by reassessing serum samples from
well characterized horses with varying clinical conditions i.e. 3 healthy horses with no previous
history of lung disease and 6 horses presenting clinical exacerbation of heaves. Thus, we used a
starting dilution of 1:32 in the Bio-Rad’s Bio-Plex Pro Isotyping diluent for all samples. When
required, samples with sOD values outside the range of standard curve were tested using lower
(serial dilutions from 1:4 to 1:32) or higher (1:32 up to 1:256) dilution factors. Data indicate that
serum TNFoa concentrations varied from undetectable levels to approximately 500,000 pg/ml
(Figure 2). Importantly, using these conditions, we were able to detect TNFa in serum samples for
which we previously obtained non-detectable or low values when using PBS 1% as a serum
diluent. Although the inter-individual variation in serum TNFa concentrations was of several logs
of magnitude, the mean concentration was significantly higher in serum samples from horses with
heaves (84 630 + 64 730 pg/mL) compared to healthy horses (105.2 + 97.4 pg/mL, p = 0.04).
Nevertheless, the intra-individual variations evaluated over time in serum samples from 5 animals
were less than tenfold (i.e. before and during allergen exposition, not shown). Of note, TNFa
concentration was not associated with age (Adams et al., 2008) nor with weight (Vick et al., 2007)
in the present study but was rather significantly correlated to respiratory obstruction (lung
resistance, not shown). Overall, these results indicate that this optimized ELISA protocol for TNFa
detection is appropriate for the study of equine serum samples and allowed to generate data with

biological significance.
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Reasons possibly accounting for discrepancies among reported normal horse serum TNFa
concentrations include the use of unstandardized methods with variable detection and capture
antibodies, sample diluents and dilution ranges, biological fluid preparation (processing and pre-
heating at 37°C) as well as kit-related chemiluminescence reagents. Moreover, it appears that
standards could also impact on absolute TNFa values as quantitative differences can be found
between lots of ELISA kits from the same manufacturer (Aziz et al., 1999) as well as between
standards from different manufacturers. We found no improving effect when heating samples at
37°C as reported by others (Figueiredo et al., 2008; McFarlane and Holbrook, 2008) nor when
using plasma instead of serum to detect TNFa in samples diluted in PBS 1% BSA (data not shown).
Similarly, no difference in TNFa concentrations was reported between plasma or serum samples in
human (Aziz et al., 1999).

Quantification of TNF levels in serum may discriminate between healthy versus
pathological conditions. A meta-analysis revealed a small, yet significant difference in TNFa
concentrations in serum samples from COPD patients and normal controls (approx. 5.73 versus
20.48 pg/ml) (Gan et al., 2004). Increased values were also reported in asthmatic patients in
another study (5.30 + 0.31 versus 7.26 + 0.31 pg/ml) (Higashimoto et al., 2008). Although these
differences are far under the range of variations observed in horses of the present study (< 7.8
pg/mL to 405 ng/mL), TNFa concentrations as high as 4 897 ng/ml (mean 1285 + 1 093 ng/ml)
were reported in other human pathological settings such as graft versus host disease (Huang et al.,
2001), suggesting that the variation in serum TNFa concentrations in horses and humans

pathological state may be comparable.
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Conclusion

The goal of this study was to optimize assay conditions to allow specific and reproducible
detection of TNFa in blood samples from normal and heaves-affected horses using R&D Systems
TNF-a/TNFSF1A DuoSet ELISA kit. To the best of our knowledge, this is the first study showing the
diluent-dependent inter-individual variability in serum cytokine detection. Thus, we found that
the use of Bio-Rad’s Bio-Plex Pro Isotyping buffer as a diluent to prepare serum samples enabled
to quantify a wide range of TNFa as compared to buffers used in other studies. Importantly, we
found that by using this protocol it is possible to quantify with specificity the pathological changes
in TNFa concentration when initial (not optimized) quantification showed no detectable levels. In
light of these results, it may be appropriate to revisit previously reported TNFa concentrations in
equine serum especially in studies where changes were expected but not observed (McFarlane
and Holbrook, 2008). Similar procedures may be used to optimize ELISA kits directed to other

specie cytokines for which the assay was not validated for blood samples.
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Table 1. Quantification of serum TNFa in 20 samples from 14 horses with different clinical conditions using

manufacturer’s instructions.

Clinical Serum TNFa Clinical status Serum TNFa
Sample sOD Sample S
status (pg/mI)* (pg/ml)
1 H/NE®  0.773 423.0 11 C/E 0 ND
2 C/NE 0 ND© 12 C/E 0 ND
3 C/NE  0.008 (11.30)° 13 H/E 0.061  (36.62)
4 C/NE  0.067 (39.29) 14 H/E 0 ND
5 C/NE 0.039 (26.04) 15 H/E 0 ND
6 H/NE 0 ND 16 H/E 0 ND
7 H/NE 0 ND 17 H/E 0 ND
8 H/NE 0 ND 18 H/E 0 ND
9 H/NE 0.061 (36.62) 19 H/E 0 ND
10 C/E 0 ND 20 H/E 0.031 (21.98)

" Serum TNFa concentrations are adjusted for dilution factor (1:4)

®C: Control; H: Heaves; E: Exposed to antigen (mouldy hay); NE: Non-Exposed

“ND : not detected

® Concentrations between parentheses are extrapolated from sOD below the range of the assay’s

standard curve (< 0.117)
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Figure 1. A. Standard curves obtained from serial dilution of rTNFa in 4 different reagent diluents. B.

Comparison of dilution buffers for detection of native TNFa in serum samples from 6 different horses.
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Table 2. Specificity of native TNFa detection in serum samples using the optimized ELISA protocol.

sOD

Sample # Standard procedure® Competitive binding Capture Ab Omission

22 1.272 0.098 0.00
23 0.263 0.000 0.00
24 0.049 0.005 0.00
26 0.121 0.000 0.00

A Serum samples were assayed in triplicate sets using either the optimized standard ELISA
procedure (1:32 in Bio-Plex Isotyping Diluent), competitive pre-treatment with capture

antibody (200 ng/ml, 2h at room temperature) or capture antibody omission.

TNF-a (pg/ml)

* Figure 2. TNFa concentration in serum
1000000 A samples from healthy control (n = 3) and
100000+ — a2 heaves-affected horses (n = 6) during
10000 A A A antigen challenge. A minimum value of 7.8
1000 - pg/ml was attributed to samples with
100 - # undetectable TNFa. Data was analyzed
using an unpaired one-tailed t-test with

104 AA A
Welch’s correction on log;, transformed
1 Conltrols Hea'ves data. Means are represented by horizontal

bars. * Significant difference between the

means (p < 0.05).
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Article #3

IL-4 activates equine neutrophils and induces a mixed
inflammatory cytokine expression profile with enhanced

neutrophil-chemotactic mediator release ex vivo

Sommaire

L'interaction entre les neutrophiles et les cytokines de type Th2, impliquées dans la réponse
allergique, est mal comprise.

Dans cet article, I'effet biologique d’une cytokine de type Th2, I'Interleukine(IL)-4, a été testé dans
un premier temps sur les neutrophiles isolés de chevaux normaux. L'expression de cytokines, de
chimiokines et de récepteurs pouvant contribuer a I'inflammation allergique a été évalué par la
suite chez des neutrophiles isolés de chevaux normaux et atteints du souffle afin d’évaluer si une

réponse modifiée a I'lL-4 pourrait étre impliquée dans la pathologie.
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ABSTRACT
Neutrophils are potent contributors to the lung pathophysiological changes occurring in
allergic airway inflammation which typically involve Th2 cytokine overexpression. We have
previously reported that equine pulmonary endothelial cells are activated by the Th2 cytokine IL-4
and express chemotactic factors for neutrophils after stimulation. We have further explored the
possible mechanisms linking Th2-driven inflammation and neutrophilia by studying the effects of
recombinant equine IL-4, a prototypical Th2 cytokine, on peripheral blood neutrophils (PBN)
isolated from normal animals and from horses with asthmatic airway inflammation (equine
heaves). We found that IL-4 induced morphological changes in PBN, dose and time-dependent
expression of IL-8 mRNA as well as the release of chemotactic factors for neutrophils in culture
supernatants. Also, IL-4 induced a mixed inflammatory response in PBN from control and
asthmatic-animals with increased expression of pro-inflammatory IL-8 and TNF-a but a marked
inhibition of IL-1B. IL-4Ra and CD23 (FceRll) expression were also up-regulated by IL-4.
Importantly, disease as well as chronic antigenic exposure modified gene expression by PBN.
Finally, we found that activation of equine neutrophils with IL-4 involved STAT6 phosphorylation
and p38 MAPK and PI3-K; the pharmacological inhibitors SB203580 and LY294002 respectively
significantly reversed IL-4-induced gene modulation in PBN. Overall, results from this study add to
the link between Th2-driven inflammation and neutrophilia in the equine model and further

extend the characterization of IL-4 effects on neutrophils.

KEY WORDS: neutrophils, cytokines, allergy, equine asthma
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INTRODUCTION

The presence of neutrophils in allergic inflammation is well established (44). These first-
line effector cells interact with the inflammatory milieu by means of their receptors (Toll-like
receptors (TLRs), cytokine receptors, antibody and complement receptors, integrins, etc.) and
respond by the release of cytokines, proteases, lipid mediators and oxidants (13, 17, 22). In states
of persistent inflammation, aberrant neutrophil activation leads to tissue damage and remodeling
(65). Neutrophils are observed in subset of patients with asthma (21, 55), a chronic inflammatory
airway disease typically described as a consequence of allergic reaction to airborne antigens.
However, the triggers and pathways involved in tissue neutrophilia in chronic inflammatory
diseases remain incompletely understood, particularly in asthma. In this latter condition airway
neutrophilia is associated with the over-expression of IL-8 (57).

T helper type 2 (Th2) cytokines, including interleukin (IL)-4, IL-5, IL-9 and IL-13 (64), are
recognized as orchestrators of inflammatory events associated with allergic inflammation. We
have previously explored the possible mechanisms linking Th2-mediated inflammation and
neutrophilia using an equine model of chronic asthma (equine heaves). This spontaneously-
occurring airway disease of horses shares many similarities with human chronic asthma, including
the development of airway obstruction following inhalational challenge with organic dust from
poor quality hay and the barn environment (53). Both allergen-specific and non-specific (e.g.
bacterial LPS) components of this challenge have been shown to synergistically contribute to
heaves’ pathophysiological features (47, 48). Importantly, airway neutrophilic inflammation has
been associated with Th2-type cytokine overexpression in airway inflammatory cells (15, 35),
making this model suitable for the study of the interaction between neutrophils and Th2
cytokines. We previously reported that primary pulmonary artery endothelial cells from normal
horses express adhesion molecules and release chemotactic factors for neutrophils when
stimulated with IL-4 (32).

Human and equine neutrophils are known to express receptors for Th2 cytokines (1, 20,
26). More specifically, human neutrophils were shown to respond to IL-4 through the type |
receptor (IL-4Ra and yc (CD132) heterodimer) (50), leading to STAT6 and the mitogen-activated
protein kinase (MAPK) ERK, JNK and p38 phosphorylation. However, the consequences of Th2

cytokines on neutrophil behavior remain unclear, as reports have described IL-4 and other Th2
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cytokines either as activators (9, 10, 26) or inhibitors (41, 42, 46, 51) of neutrophil effector
functions. The aim of this study was therefore to further explore the direct effects of IL-4 on the
regulation of cytokine expression by equine peripheral blood neutrophils. We also compared the
response of neutrophils isolated from animals affected with chronic airway inflammation and
healthy controls before and after allergen exposure, since disease-associated modulation of Th2
cytokine receptors expression has been reported both in humans (58) and horses (20).

Our results reveal that IL-4-activated equine neutrophils share features described for
human neutrophils, suggesting that they behave similarly in a Th2-biased inflammatory milieu.
Furthermore, we describe a mixed inflammatory response with both increases (IL-8, TNF-a) and
decreases (IL-1B) in pro-inflammatory cytokine expression by IL-4 stimulated neutrophils. We also
demonstrate that peripheral blood neutrophils from both healthy and asthmatic horses are

primed after chronic antigenic challenge and exhibit enhanced responsiveness to IL-4.
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METHODS

Animals

Ten mixed breed horses consisting of four control horses (495 + 42 kg, 11 + 2.9 years-old)
with no history of respiratory disease and six heaves-affected (asthmatic) horses (499 + 50 kg, 14.2
+ 3.8 years-old) from a research herd were studied. The two groups of horses were stabled
together during the entire course of the study and were regularly vaccinated and de-wormed. All
animals had been pastured for more than three months before the beginning of the study to
ensure complete reversal of airway obstruction in asthmatic horses (remission). Antigenic
challenge consisted of stabling the horses for 30 days in a barn with reduced ventilation where
they were bedded on straw and fed hay and sweet feed twice a day. Blood was collected during
clinical remission and after antigenic challenge. All experimental procedures were performed in
accordance with the guidelines of the Canadian Council for Animal Care and were approved by the

Animal Care Committee of the Faculty of Veterinary Medicine of the Université de Montréal.

Respiratory function tests

Respiratory mechanics were performed before and after the 30-day challenge as
previously described (15). Briefly, pulmonary pressure was measured using a transducer attached
to a balloon-tipped catheter inserted in the distal third of the esophagus and to a mask placed on
the horse’s nose. Flow rates were obtained using a heated pneumotachograph fitted to the mask.
Values of elastance (E,) and resistance (R,) were calculated using dedicated computer software
(RHTInfodat, Montreal, Que., Canada) by multiple regression analysis for the single compartment

model of the lung (8).

Neutrophil isolation

Blood was drawn from the jugular vein into heparinized sterile tubes (BD Vacutainer). Two
different methods were used to isolate neutrophils from the blood.
1) Density gradient. The polymorphonuclear-rich cell layer was harvested following

centrifugation of whole blood on a density gradient solution composed of sodium metrizoate and
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Dextran 500 (Lympholyte-poly®, Cedarlane Laboratory Limited). The remaining red blood cells
were lysed by hypotonic treatment.

2) Immunomagnetic selection (MACS). This technique was used in order to achieve
optimal levels of cell purity and repeatability as reported previously (34). Briefly, after
sedimentation of blood for 1h at room temperature, neutrophils were retrieved from the
leukocyte-rich supernatant by sequential incubation with primary monoclonal antibody (#DH24A,
VMRD Inc.) and secondary rat anti-mouse IgM antibody conjugated to paramagnetic microbeads
(MACS, Miltenyi Biotec) before being loaded on a ferromagnetic LS separation column (MACS,
Miltenyi Biotec).

Cytospin slides were prepared (Cytospin2, Shandon) and stained with Protocol Hema 3
(Fisher Scientific) for differential counting of >400 cells to assess neutrophil purity. Viability was
determined by trypan blue exclusion. The purity and viability of neutrophils were 98.3 £ 0.2% and
98.0 + 0.5%, respectively, when isolated using MACS and 95.8+0.5% and 98.310.5% respectively

using density gradient.
Cell culture

Neutrophils were suspended at 5x10° cells/mL in culture medium RPMI 1640
supplemented with 10% heat inactivated low-endotoxin FBS (GIBCO), 4mM L-glutamine (GIBCO),
100U/mL penicillin and 100pg/mL streptomycin (GIBCO) and incubated in suspension cell culture
plastic plates (Ultident, Canada) for 5 or 18 h at 37°C, 5% CO, with different doses of recombinant
equine (req)lL-4 (4, 40, 400 units (U)/mL) or with its vehicle as a negative control. This
recombinant protein is produced by an insect cell line as described earlier (59) and has been
previously shown to have biological activity on equine lymphocytes and monocytes. The vehicle
consists of supernatant collected from non-transfected insect cells. Where indicated, a commercial
source of reqlL-4 from E.coli was used for comparison purposes (R&D Systems Inc.). A positive
control for neutrophil activation consisted of incubating the cells with 100ng/mL LPS (from E. coli
0111:B4, Sigma-Aldrich) and 10nM fMLP (Sigma-Aldrich). The viability of agonist-stimulated cells
was assessed. Photographs (Leica DFC320) of the cells were taken using a phase-contrast inverted
microscope (Leica DM IRM). Neutrophils were centrifuged at 5600g (Eppendorf 5415C) for 5 min

at 4°C. Culture supernatants were collected and frozen for further analysis (-80°C). Ten million
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neutrophils were homogenized in TRIzol® Reagent (Invitrogen) and immediately frozen at -80°C for

RNA extraction.

RNA extraction and reverse transcription (RT)

RNA extraction was performed according to the manufacturer’s instructions using 3 steps
nucleic acid precipitation with 0.2 volume chloroform and 1 volume isopropanol and 75% ethanol
(TRIzol® Reagent, Invitrogen). RNA pellets were air-dried and total RNA concentration and purity
were evaluated by spectrophotometry (GeneQuantpro, Biochrom).

Five hundred nanograms of total RNA in 9 uL of RNAse-DNase free water (GIBCO) was
heated at 70°C for 5 minutes (Standard Heatblock, VWR) for reverse-transcription. One microliter
of Oligo(dT)-12,18 (Invitrogen) primers was added and the mixture was heated for 10 minutes at
70°C. Samples were incubated at 502C for 1h (MDL 5 liters, Fisher Scientific, Pittsburg, PA) after
adding 20uL of a mastermix containing 0.01M dithiotreitol (Invitrogen), 1.6mM dNTPs (Invitrogen),
2U/uL of RNA Inhibitor (Porcine) (Amersham Biosciences) and 1.2U/uL AMV reverse transcriptase
(Roche). The reaction was stopped by heating the samples at 100°C for 1 min. Samples were

stored at -20°C.

Real-time polymerase chain reaction (PCR)

Real-time PCR was performed using QuantiTect®SYBR® Green PCR kit (QIAGEN) according
to the manufacturer’s instructions with minor modifications on the Rotor-Gene Real-Time
Centrifugal DNA Amplification System (Corbett Research). Briefly, 1 uL of cDNA was used in 20 pL
final PCR volume containing 0.5uM of each sense and anti-sense primers and 2.75mM MgCl,.
Primers pairs were as following (5’=>3’): CD23.S (Sens) CCAGAACGTCTCTCAGGTTTCC and CD23.AS
(Anti-Sens) CATTCTGTTCTGCTCATCTTGGA; IL-1B.S GACTGACAAGATACCTGTGGCCT and IL-1B.AS
AGACAACAGTGAAGTGCAGCCT; IL-4Ra.S CAGCTC-CGTCTGTCCTACCAG and IL-4Ra.AS
CACGCACACTTCATCTTCTCTGT; IL-8.S CTTTCTGCAGCTCTGTGTGAAG and IL-8.AS
GCAGACCTCAGCTCCGTTGAC; TLR4.S TGGGACTCTGATCCCAGCCAT and TLR4.AS AGGTCC-
AGTTCCTTGGTTGATGTG; TNF-a.S CTTGTGCCTCAGCCTCTTCTCCTTC and TNF-a.AS
TCTTGATGGCAGAGAGGAGGTTGAC; GAPDH.S AAGTGGATATTGTCGCCATCAAT and GAPDH.AS
AACTTGCCATGGGTGGAATC. Primers were design to span exon-intron boundaries in order to
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prevent amplification of genomic DNA. Amplification conditions included a denaturation step of
10 min at 95°C followed by 40 cycles of denaturation, annealing and elongation steps. For each
gene, a serial dilution (10X) of known concentration of PCR products (QIAquick® Gel Extraction Kit,
QIAGEN) was preformed and optimized in order to give a reproducible efficiency coefficient
(>0.90). Quantification of gene expression was performed using imported standard curves and
adjustment to a standard curve reference in the target run. Values were corrected with GAPDH as

a housekeeping gene (37).

Chemotaxis assays

PBN from healthy horses were obtained by density gradient centrifugation, as described
above. Neutrophils were suspended in PBS containing 0.2M Ca”**, 0.265M Mg** and 0.5% BSA to
obtain 1.5 x 10° neutrophils/55 pl. This volume of cell suspension was added to the upper wells of
the 48-well micro chemotaxis chamber (Neuro Probe, Inc). Supernatants (30.5 pl) retrieved from
reqlL-4 or vehicle-treated neutrophils were added to the lower wells in triplicate or quadruplicate.
CXC chemokines receptor (CXCR)-2 antagonists were used to evaluate the role of CXC chemokines
in the chemotactic activity of culture supernatants. Dose-response assays monitoring the
inhibition of equine neutrophil migration were firstly performed with SB225002 (Tocris, 10°M to
10®M in DMSO) and SB265610 (Tocris, 10°M to 10°M in DMSO) toward reqlL-8 (Endogen®,
Thermo Fisher Scientific), a prototypical CXCR2 ligand. SB225002 and SB265610 are non-peptide
allosteric antagonists of the diarylurea class (18) shown to have multi-species cross-reactivity.
Briefly, neutrophils were pre-treated on ice with the CXCR2 antagonists for 30 min (final
concentration of DMSO 0.1%) prior to migration toward reqIL-8 (10ng/mL in PBS containing
Ca’*/Mg** and BSA). Dose titration studies were performed to determine doses of drugs required
for inhibition of neutrophil migration toward supernatants from IL-4-stimulated neutrophils
(40U/mL, 5h). In addition, the contribution of the protein fraction to neutrophil chemotaxis was
evaluated by heating the supernatants for 30 min at 100°C (denaturation of proteins versus lipids).
Negative control for chemotaxis consisted of PBS alone. Neutrophils were allowed to migrate
through an 8 um pore size cellulose nitrate filter (Neuro Probe, Inc.) placed between the upper
and lower chambers for 1h at 37 °C, 5% CO, Following incubation, filters were removed and fixed

using mercuric chloride (Fluka) then stained with Harris’s Hematoxylin (VWR) and chromotrope 2R
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(Sigma). Chemotactic activity was determined by counting the number of neutrophils on the lower
side of the filter, by light microscopy. Five random fields per well were counted at high

magnification (400X).
Immunocytochemistry (ICC)

For the detection of TNFa, purified equine neutrophils were cultured in the presence of
reglL-4 (500ng/mL, R&D Systems Inc.) and brefeldin A (10ug/mL, Readymade solution, Sigma-
Aldrich) for 5 h in supplemented RPMI medium (n = 2). As a positive control for TNFa detection,
total blood leukocytes (5 x 10°/mL) were concurrently cultured for 5h with ionophore A23187
(500ng/mL, Sigma-Adrich) and brefeldin A. Cells were then washed two times in PBS, and
cytospins were prepared using 70 ulL of a 10° cells/mL suspension. Cells were fixed 15 min in
paraformaldehyde 2% (in PBS, pH 7.4), washed twice in PBS and kept overnight in PBS at 4°C
before performing ICC according to R&D Systems Enzymatic protocol 2.0. Briefly, slides were
washed threetimes in EBSS (Earls buffered salt solution, KCI 5.33mM, NaHCO; 26.19mM, NaCl
117.24mM, NaH,P04-H,0 1.01mM, D-Glucose 5.56mM) and incubated in FBS 2% in EBSS for 10
min at 37°C. Slides were further washed in wash buffer (EBSS supplemented with saponin 0.1%
w/v, Sigma-Aldrich) and incubated 30 minutes in endogenous peroxidase blocking buffer (3mM
NaN; and 1% H,0, in wash buffer). Endogenous biotin activity was blocked using the Biotin-
Blocking System (Dako Canada Inc.) supplemented with 0.1% saponin for 30 min. Slides were then
incubated with either Sug/mL of goat polyclonal anti-equine TNFa/TNFSF1A (AF1814, R&D
Systems Inc.) or with isotype control antibodies in similar concentrations (goat IgG, Vector
Laboratories) for 30 minutes at room temperature. After three washes, slides were incubated with
biotin-conjugated donkey anti-goat IgG (1:1000, Jackson Immunoresearch Laboratories) for 30
minutes at room temperature and washed. Slides were further incubated 30 minutes with
Vectastain Elite ABC peroxidase (Vector Laboratories) supplemented with saponin 0.1%, washed,
subjected to diaminobenzidine (DAB Peroxidase Substrate Kit; Vector laboratories) for 8.5 min,
rinsed with deionized H,0, counterstained using hematoxylin and lithium carbonate, dehydrated,
and mounted in Permount®* Mounting Medium (Fisher Scientific). The expression of IL-1B by

neutrophils was similarly ascertained using rat monoclonal anti-equine IL-1B (MAB3340, R&D
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Systems Inc.) and Goat anti-rat 1gG (1:1000, Vector Laboratories) in total blood leukocytes

stimulated for 5h with LPS (5ug/mL) in the presence of brefeldin A.
Flow cytometry

Intracellular IL-1B expression was evaluated in neutrophils cultured for 5h with reqlL-4
(R&D Systems Inc., 100ng/mL) or its vehicle in the presence of brefeldin A (10ug/mL). Following
culture, cells were washed twice in PBS, counted and stained) for extracellular neutrophil marker
(15ug/mL DH24A, VMRD) for 30 min (10°/100uL). All antibody incubation steps were performed
at 4°C. Cells were washed three times in staining buffer (SB: Dubelcco’s phosphate buffered saline
(Invitrogen), FBS 3% (GIBCO) and 0.09% w/v Sodium Azide (Invitrogen), pH 7.4) and incubated
with phycoerythrin-coupled goat anti-mouse IgM antibody (CLCC31505, Cedarlanelabs, 1:100 in
wash buffer) for 30 minutes. From this moment, all procedures were performed in the dark. Cells
were washed twice with SB and fixed for 15 min in 4% paraformaldehyde (w/v in PBS, pH 7.4) and
permeabilized in wash buffer (SB supplemented with 0.1% saponin) for 15 minutes at 4°C. Cells
were incubated with anti-equine IL-1B (5ug/mL) for 30 minutes, washed three times in wash
buffer and incubated 30 min with secondary FITC-coupled anti-rat IgG F(ab’)2 antibody (1:1000 in
wash buffer, Rockland Inc.). Cells were then washed twice in wash buffer and suspended in 400
puL SB before flow cytometry acquisition of 200 000 events and analysis using Cellquest Pro
software on a FACScalibur instrument (BD Biosciences). Isotype-matched control antibodies
(mouse IgM and rat IgG) as well as single marker stained cells were used to set photomultipliers

(PTM) voltage and compensation parameters for fluorescence detection in FL-1 and FL-2 channels.
Western Blot

An antibody directed against the phosphorylated form of human STAT6 was used to detect
the activation of signaling pathways associated with the IL-4 receptor. The equine translated
nucleotide sequence surrounding the targeted phosphorylated amino acid Tyr641 shows 100%
homology with the human sequence, according to the available equine sequences in NCBI Horse
Genome Resources (National Institute Health, Pubmed accession number XM_001488414). Briefly,

neutrophils were isolated using density gradient centrifugation and suspended in Ca*/Mg**-
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containing PBS supplemented with 10% FBS at 5x10° cells/mL. They were incubated for 15
minutes at 37°C in a water bath with insect reqlL-4 (40U/mL), E. coli reqlL-4 (100ng/mL), LPS
(100ng/mL) and fMLP (10nM) or left unstimulated. Stimulation with LPS and fMLP is not typically
associated with STAT6 activation and therefore this was used as a reference for antibody
specificity. Following incubation, neutrophils were centrifuged at 2500g for 10 min at 4°C. Cell
pellets were homogenized in M-PER lysis buffer (PIERCE) supplemented with 1:100 Halt™
Phosphatase Inhibitor Cocktail (PIERCE) using a tuberculin syringe and centrifuged at 14 000g at
4°C for 15 min. Where indicated, a Protease inhibitor cocktail (Sigma, 1:100) was added to the lysis
buffer. Protein content of the supernatants was evaluated using the Bradford method (AMRESCO
Inc., USA) and BSA as a standard reference. Equal amounts of proteins (25ug/lane) were mixed
with loading buffer containing B-mercaptoethanol, heated for 5 min at 100°C, and then subjected
to 10% SDS-PAGE. After electrophoresis, proteins were transferred onto PVDF membranes
(Amersham Hybond™-P, GE Healthcare) and blotted against phospho-STAT6 (Tyr641) primary
antibody (CellSignaling Technology®, 1:1000 in 1X TBS, 0.1% Tween-20 with 5% w/v nonfat dry
milk) overnight at 4°C with gentle agitation. Membranes were washed with 0.1% (v/v) Tween 20 in
TBS (pH 7.5) and incubated with a 1:2000 dilution of HRP-conjugated secondary antibodies
(CellSignaling Technology®) for 2h at room temperature. Protein bands were visualized using ECL
Plus™ Western Blotting Detection system (Amersham, GE Healthcare) according to the
manufacturer’s instructions. Digitalized images were obtained by scanning the membrane under

blue light (Storm 840, Molecular Dynamics).
Inhibition of IL-4-induced gene transcription using pharmacological inhibitors

In separate experiments, MAPK and PI3-K inhibitors were used to identify the signaling
pathways involved in IL-4-induced mRNA regulation. SB203580 (10uM) (Invivogen, Medicorp,
Montreal, Québec, Canada), SP600125 (5 uM) and U0126 (2.5 uM) (Biosource, Medicorp,
Montreal, Québec, Canada) were used to block p38 MAPK, c-Jun N-terminal kinase (JNK) and
MEK1/2 respectively. Additively, AS602868 (10 uM), a specific inhibitor of the upstream regulator
of NF-kB, IKK2, was used (Serono Laboratories, Basel, Switzerland, (24)). Wortmannin (50nM) and
LY294002 (10 uM) were used to block PI13-K (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada). Effective doses of

MAPK inhibitors were selected according to their ability to inhibit IL-8 mRNA upregulation by total
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equine blood leukocytes stimulated with LPS (100ng/mL) and fMLP (10nM) (not shown).
Wortmannin and LY294002 doses were chosen according to the manufacturer’s recommendation
and concentrations previously reported to suppress equine neutrophil activation by immune
complexes (33).

Briefly, PBN were isolated from healthy horses by immunomagnetic separation as
described above. Purified neutrophils were suspended in RPMI culture media (5 x 10°%/mL)
supplemented with polymyxin B sulfate (PMB) (10ug/mL) (Summit Veterinary Pharmacy inc.,
Aurora, Canada). Neutrophils were pre-treated with the inhibitors or DMSO (negative control,
0.1% final concentration) for 1h at 372C, 5% CO, before adding reqlL-4 (40U/ml) to the cultures for
an additional 5h. At the end of the incubation period, viability was assessed and neutrophils were

homogenized in TRIzol®Reagent for gene expression analysis.
Statistical analysis

All analyses were carried out using repeated-measures mixed linear models using SAS
v.9.1. (Cary, N.C.). Data obtain from PCR experiments were log transformed to normalize the
distributions. Graphs show raw data, expressed as mean = SEM. For titration studies, each
replicate experiment was treated as a random factor to control for potential similarities between
values within each replicate. For differential mMRNA expression studies using two groups of horses,
time (remission versus exacerbation) and treatment (IL-4 versus vehicle) were treated as within-
subject factors and the group (controls versus Heaves) as a between-subject factor. For
experiments using pharmacological inhibitors, treatment (8 levels: vehicle, IL-4, LY294002,
Wortmannin, U0126, SB203580, SP60012, AS602868) was treated as a within-subject factor.
Tukey’s post-hoc comparisons were used unless otherwise stated. Differences were considered

significant when P values were less than 0.05.
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RESULTS

IL-4 has biological effects on equine neutrophils

We monitored the changes in cellular morphology and levels of IL-8 mMRNA as markers of
neutrophil activation (31). Our previous unpublished PCR experiments showed the presence of IL-
4R mRNA in equine neutrophils, suggesting that they could respond to this cytokine. Fig. 1 shows
that, indeed, the neutrophils underwent striking morphological changes following culture with
reglL-4 compared to vehicle-treated cells. The IL-4-stimulated cells were elongated and/or
exhibited cytoplasmic prolongations characteristic of cellular activation and cytoskeletal
reorganization. Furthermore, titration experiments showed a dose and time-dependent effect of
reqlL-4 on gene expression by equine neutrophils. Thus, following incubation for 5 h (Fig. 2A), IL-8
transcription in equine neutrophils was significantly enhanced by 40 and 400U/mL req IL-4 and
100ng/mL LPS + 10°M fMLP (p< 0.05; Dunnett’s test) (n = 4). After 18 h (Fig. 2B), neutrophils
showed lower levels of IL-8 transcription, compared to 5h stimulation (10 to 100-fold less)
(p=0.0008) (n = 4). At this time point, only stimulation by bacterial products resulted in a

significant increase in IL-8 mMRNA expression (p= 0.035) over negative control (vehicle).
IL-4 stimulates the release of CXCR2-ligands from neutrophils in culture supernatants

As chronic airway inflammation involves the ongoing recruitment to and activation of
neutrophils in the airway lumen, we studied whether IL-4 could mediate this phenomenon. As
shown in Fig. 3A, there was a qualitative dose-dependent effect of reqlL-4 on the release of
chemotactic factors by neutrophils in culture supernatants. Separate experiments indicated that
reqlL-4 itself was not responsible for the chemotactic activity of the supernatants, since freshly
diluted reqlL-4 in supplemented RPMI, from both insect (40U/mL) and E. coli (100ng/mL), failed to
induce neutrophil migration relative to their vehicles in similar concentration (Fig. 3B).

We hypothesized that IL-8 release by stimulated neutrophils might be responsible for the
chemotactic activity of culture supernatants. As neither blocking antibodies to equine IL-8 nor
equine IL-8 receptors was commercially available, we used non-peptide CXCR2 antagonists to
evaluate the nature of the chemotactic mediators present in IL-4-stimulated neutrophils culture

supernatants. As shown in Figure 3C, SB225002 completely inhibited neutrophil migration toward
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reqll-8 (10ng/mL) at 10°M whereas 10°M and 10”M concentrations were less effective.
SB265610 showed a clearer dose-response effect with almost complete inhibition of chemotaxis at
10°M. Figure 3D shows that both CXCR2 inhibitors as well as heat-treatment of supernatant
reduced the number of cells migrating toward IL-4-stimulated neutrophil supernatants suggesting

that mainly CXCR2-ligands, including IL-8, are involved.
IL-4—induced gene expression by neutrophils is modulated by disease state and antigenic exposure

We next compared gene expression induced by IL-4 in neutrophils from animals affected
with chronic airway disease and healthy animals while they were in clinical remission (pasture) and
exacerbation (antigen challenge). We sought to determine whether disease-associated alterations
could contribute to Th2-driven neutrophilia in heaves-affected horses such as enhanced
responsiveness (30) or increased receptor expression (52) to IL-4 and reconcile conflicting ideas
surrounding the effect of Th2 cytokines on neutrophils. Respiratory mechanics were performed to
compare the degree of airway obstruction. As predicted, no difference in pulmonary resistance
(Ry) (0.62 +0.22 versus 0.70 + 0.18 cmH,0/L/s; Fig. 4), and elastance (E.) (0.71 + 0.38 versus 0.66 *
0.31 cmH,0/L) was observed between control and asthmatic horses during remission. Stabling
induced pulmonary obstruction in asthmatic horses as indicated by a significant increased in R,
(0.46 £ 0.22 versus 2.45 + 0.18 cmH,0/L/s, p = 0.0005, Fig. 4) and E, (0.74 + 0.38 versus 4.05 + 0.31
cmH,0/L, p = 0.0007) in asthmatic animals only. There were also other clinical signs of airway
disease such as cough, nasal discharge and increased respiratory effort in these horses.

Based on results from our dose and time titration experiments, neutrophils were
stimulated with 40U/mL of reqIL-4 for 5h in order to induce a significant signal while avoiding
saturation of the response. We studied pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-8 and TNF-a) as well
as receptor gene expression (IL-4Ra, the low affinity receptor for IgE (FceRIl) CD23 and Toll-like
receptor-4; TLR4) by purified neutrophils to evaluate the potential outcomes of IL-4-induced
neutrophil activation in a Th2-biased inflammatory context. Fig. 5A shows that IL-8 and TNF-a
MRNA expression by neutrophils was up-regulated by reqlL-4 in the two groups of animals (p <
0.0001). There was an enhanced expression of IL-8 by IL-4-stimulated neutrophils from asthmatic
animals when compared to controls, as indicated by the near significant interaction between

group and stimulation (p = 0.06). IL-1B expression was inhibited by reqlL-4 (p < 0.0001) in the two
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animal groups. Interestingly however, IL-1B expression in neutrophils from asthmatic horses was
significantly reduced compared to neutrophils from healthy control horses (p = 0.03),
irrespectively of stimulation or time of sampling. The mRNA expression of CD23 and IL-4Ra by
neutrophils was up-regulated by reqlL-4 treatment (p < 0.0001) similarly in the two animal groups,
at each time point (Fig. 5B). ReqlL-4, in contrast to bacterial extracts (not shown, (2)), had no
effect on TLR4 expression by equine neutrophils.

Antigenic challenge resulted in an increased expression of both IL-8 (p = 0.02) and TNF-a
(p = 0.001), similarly in the two groups of horses. Also, IL-4-induced IL-8 mRNA expression was
greater after antigen challenge than while horses were in remission (p = 0.007, post hoc
comparison). A difference between groups was observed regarding IL-4Ra expression following
challenge (group x time statistical interaction, p = 0.04). Thus, PBN from asthmatic horses following
chronic antigenic challenge expressed lower levels of IL-4Ra, compared to neutrophils from
control horses exposed to the same environmental conditions. P values from statistical analysis
are listed in supplemental Table 1.

ICC allowed detecting for the first time the protein expression of TNFa and IL-1PB in equine
neutrophils. TNFa' neutrophils were found in IL-4 supplemented cultures (Fig. 6C), however they
were present in very low numbers. Preliminary experiments using flow cytometry suggest that less
than 1% of neutrophils express TNFa (range 0.06 - 0.90%) at both 6 and 18h time points when
stimulated with IL-4 (n = 1, not shown). IL-1B" neutrophils were detected in a mixed leukocytes
population following stimulation with LPS (Fig.6E). We next used flow cytometry to evaluate the
effect of IL-4 on IL-1B expression by double stained neutrophils. IL-1B was also found to be
expressed in a small proportion of neutrophils (0.04-0.08%). Nevertheless, Figure 7 shows that the
percentage of IL-1B" neutrophils was approximately 12 fold decreased after stimulation with IL-4

in primary cell cultures from two horses.
Intracellular pathways involved in IL-4-induced gene expression in equine neutrophils

We used Western blotting to detect the activated form of STAT6 in equine neutrophils
using an anti-phospho-STAT6 antibody (Tyr641). This transcription factor is recruited to the
cytoplasmic portion of the IL-4R a subunit where it is phosphorylated through Jak-1 activation and

redirected to the nucleus to mediate specific gene transcription (45). Hence the detection of its
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phosphorylated form represents the functional consequence of IL-4 binding to its receptor on
equine neutrophils. Fig. 8A shows that phospho-STAT6 could only be detected in reqllL-4-
stimulated neutrophils (15 min), independently of the source. Furthermore, activated STAT6 was
not found in protein extracts from non-stimulated or LPS+fMLP-stimulated neutrophils (15min). In
contrast to a previous report (4), detection of phosphorylated STAT6 in neutrophils was unaffected
by the absence of protease inhibitors in lysis buffer.

Various kinases are activated in human neutrophils stimulated by IL-4 (50). Here we used
pharmacological inhibitors to assess the specific involvement of MAPKs, PI3-K as well as the
transcription factor NF-kB in the IL-4-induced regulation of gene expression by neutrophils. Fig. 8B
shows that pre-incubation of neutrophils with LY294002, an inhibitor of PI3-K, as well as SB203580
(p38 MAPK inhibitor) significantly inhibited the up-regulation of CD23 mRNA by IL-4 stimulation
(5h). Moreover, CD23 mRNA level was significantly lower in LY294002-pre-treated neutrophils
compared to negative control neutrophils suggesting that PI3-K plays a role in the regulation of
basal CD23 mRNA expression. IL-1B expression is significantly down-regulated by IL-4 stimulation
in neutrophils. Only LY294002 pre-treatment of neutrophils significantly reversed this inhibition
by IL-4 (LY294002/IL-4 versus DMSO/IL-4-treated neutrophils). Here, uncorrected mRNA data are
reported since we were unable to find a single housekeeping gene unaffected by all of the
inhibitors (GAPDH by LY294002 and AS602868; B-actin by AS602868; B-glucuronidase by
SB203580, not shown).
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DISCUSSION

Neutrophils are recruited to the airways of human asthmatics and in animal models of
asthma after allergen inhalation (38, 43, 60). Importantly, severe asthma phenotypes are
associated with substantial recruitment of neutrophils to the airways (62), suggesting a role of
these cells in the pathology. However, the pathways linking neutrophilic inflammation to Th2-
mediated allergic responses remain to be clarified.

A considerable amount of published work aiming at characterizing the effects of IL-4 on
neutrophils has been performed using neutrophils primed with microbial compounds or pro-
inflammatory cytokines (13, 41, 42, 46). In most of these reports, a predominant anti-
inflammatory effect was observed questioning whether Th2 cytokines contribute to neutrophils
activation during the allergic response. In the present study, we have shown that IL-4 induces a
mixed inflammatory profile in unprimed equine neutrophils, with a combination of increased (IL-8,
TNFa) and decreased (IL-1B) pro-inflammatory cytokine expression. We also found prospective
markers of IL-4-activated equine neutrophils as the IL-4Ra subunit and CD23 mRNA expression
were up-regulated by IL-4. Furthermore, we demonstrated a dose and time dependence of both
IL-8 mMRNA expression by IL-4-stimulated neutrophils and their release of chemotactic factors in
culture supernatants. This suggests that IL-4 may contribute to the recruitment and activation of
neutrophils during allergic inflammation. In an attempt to further characterize the pathways
involved in IL-4-driven gene transcription in neutrophils, we found that both PI3-K and p38 MAPK
were specifically involved in up- and down-regulation of mMRNA expression. Finally, although
statistical limitations arise from the small sample size in the present study, these preliminary data
suggest that antigen challenge altered gene expression by peripheral blood neutrophils in
response to IL-4 in both asthmatic and healthy horses.

Our previous findings suggest that the airway neutrophilia occurs concurrently with the
expression of Th2 cytokines (15) in equine heaves, a common disease of horses that shares
pathophysiologic features with human asthma. Using in situ hybridization, we found higher
numbers of BAL cells expressing Th2 cytokines mRNA including IL-4 in these horses compared to
healthy horses under similar environmental conditions (15). Notably, neutrophilic inflammation
also occurs in the airways of healthy horses upon antigen challenge but tends to resolve over time.

Based on these observations, we hypothesized that the interaction between Th2-type cytokines
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and neutrophils may contribute to the development and/or persistence of airway inflammation in
the asthmatic lung. Cytokines of the IL-17 family (IL-17A, IL-17F, IL-22)(61) are potent drivers of
neutrophilic recruitment during chronic inflammation and may contribute to the presence of
neutrophils in human asthma (12) as well as in equine heaves (19). However, Th17 and Th2
profiles may not be mutually exclusive but rather be sequentially expressed in the airways. Thus,
their specific contribution to neutrophil recruitment and activation in these diseases remains to be
established. Our first objective was to validate reqlL-4’s agonistic activity in equine peripheral
blood neutrophils prior to studying its effect in the context of allergic inflammation. We found
several features that are commonly induced by IL-4 in both human and equine neutrophils,
suggesting that they may share similar behavior in an allergic context. These include cellular
polarization, functional activation of STAT6, dose-dependent regulation of IL-8 expression as well
as the involvement of similar signaling pathways (MAPK p38 and PI3-K) (26, 50). Other reported
effects of IL-4 on human neutrophils include enhanced adherence and survival (26), improved
phagocytosis, degranulation and respiratory burst activity (10) as well as enhanced LTB,
production via increased LTA, hydrolase expression and activity (66).

We observed in the present study that equine neutrophils underwent morphologic
changes after IL-4 stimulation, together with enhanced mRNA expression of IL-8, a glutamate-
leucine-arginine (ELR)+ motif CXC chemokine that has potent chemotactic effects on neutrophils.
Moreover, we found that supernatants from IL-4-activated neutrophils, but not IL-4 itself,
possessed chemotactic activity toward freshly isolated equine neutrophils. We postulated that an
autocrine pathway involving IL-4-induced chemotactic factor release by neutrophils is responsible
for the above mentioned changes in cellular shape and migration. This is supported by the fact
that IL-13, a Th2 cytokine sharing biological homology with IL-4 (40), does not induce human
neutrophil chemotaxis but mediates IL-8 release by these cells (27). Similarly, equine neutrophil
migration toward IL-4-treated neutrophil culture supernatants was reversed by CXCR2 antagonists,
reinforcing the hypothesis that IL-8, and maybe other CXCR2 ligands such as MIP-2 (34), are rapidly
released by neutrophils following activation by IL-4. Our results indicate that priming of peripheral
neutrophils by antigen challenge further potentiates IL-4-induced IL-8 mRNA expression by these
cells, a phenomenon accentuated in asthmatic horses (p = 0.06). Interestingly, IL-8 has been

implicated in airway neutrophilia in equine heaves (23) and in severe asthmatic patients (57), in
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which neutrophils were shown to be the primary source of IL-8 in sputum samples (25). Taken
together, these observations suggest that IL-4 could mediate neutrophilia in the asthmatic lung,
i.e. where Th2 cytokines are being expressed, via an indirect pathway involving the secretion of
chemotactic factors by neutrophils themselves.

Neutrophils express pro-inflammatory cytokines including IL-18, IL-8 and TNFa which exert
paracrine/autocrine effects on their cellular functions (14) and contribute to promoting ongoing
inflammation. We demonstrate here, for the first time, the direct effect of IL-4 on differential
modulation of the expression of these cytokines in neutrophils, IL-1B being strongly inhibited while
IL-8 and TNFa were significantly up-regulated. This pattern of expression is considerably different
from “pro-inflammatory” agonists such as LPS or INF-y, which lead to up-regulation of these three
cytokines in both human and equine neutrophils (14, 34). Using immunohistochemistry and
available specie-specific antibodies, we also report for the first time that TNFa and IL-1B are
expressed by equine neutrophils at early time points following culture. Results obtained using flow
cytometry suggest that transcriptional changes induced by IL-4 on IL-1B expression are reflected at
the protein level, as shown also for IL-8 protein expression in the present study using indirect
methods in migration assays (CXCR2 blockers). It remains to be determined whether further post-
transcriptional regulatory pathways apply to TNFa production by neutrophils, as the protein
expression of this cytokine is tightly regulated in other species (5). In agreement with our results,
it had been shown that IL-4 stimulation of human neutrophils leads to IL-1ra production (16), an
endogenous antagonist of IL-1B. This effect of IL-4 on neutrophils could represent a protective
mechanism against uncontrolled inflammation during immune responses and therefore tend to
support the concept of Th2 cytokines having anti-inflammatory effects. Interestingly, we found
that PBN from asthmatic horses have a significantly decreased expression of IL-1B compared to
controls. This phenomenon has been reported in mononuclear cells of patients with atopic
dermatitis (49) thus might be more generally related to Th2-driven chronic inflammation. Such
“alternative” phenotype featuring a contrasting inflammatory profile is relevant to immune
responses leading to excessive tissue repair. Likewise, neutrophils are increasingly recognized as
important components of the Th2-driven immune response elicited during parasitic infections (6)
in which the aim of inflammation combines fighting the invading microorganism and preserving

tissue integrity.
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Recent findings demonstrate that IL-4 also regulates the expression of the high affinity
receptor for IgEs (FceRI) on human neutrophils (3), suggesting that neutrophils could intervene in
IgE-mediated inflammatory events. Our finding that CD23, the low affinity IgE receptor is also up-
regulated by IL-4 in equine PBN, further support a role of neutrophils in allergic inflammation. This
molecule, both in its membrane-bound (mCD23) and soluble form (sCD23), is implicated in the
regulation of IgE synthesis, antigen processing by antigen presenting cells and inflammatory
cytokines production (54). Interestingly, it has been suggested that neutrophil proteases could
mediate cleavage of mCD23 (11). Hence, increased sCD23 level is a general feature of chronic
inflammation (7), including asthma (39). Neutrophils are thus likely to contribute to sustaining
inflammation through an autoregulatory pathway involving CD23. This is of relevance to heaves as
local production of allergen-specific IgE in the airways of heaves-affected horses has been
reported (28, 56). In addition, we demonstrate here for the first time that IL-4 induces the up-
regulation of its own receptor in neutrophils, perhaps again creating a positive feedback
mechanism promoting chronic Th2-driven inflammation. In contrast to our expectations, we
observed a slight but significant decrease in the level of IL-4Ra mMRNA expression in PBN from
asthmatic horses when exposed to allergen. In both human asthmatics and equine heaves, the
expression of other Th2 cytokine receptors (IL-5 and IL-9) was shown to be increased on PBN (1,
20). We postulate that there may have been a reduction in a subset of IL-4Ra-expressing
neutrophils in peripheral blood of these horses consequent to their recruitment to target organs.
Alternatively, inhibitory feedback mechanisms affecting the Jak-STAT pathways such as SOCS
proteins (29) could have been initiated following Th2-cytokines stimulation of leukocytes in the
systemic compartment of asthmatic horses which decreased IL-4Ra at the mRNA level. Results
from the present study allowed to infer biological activity of IL-4 on equine neutrophils and to
show an effect of disease and environmental changes on transcriptional regulation of pro-
inflammatory cytokines and receptors in these cells.

Identification of novel therapeutic targets to control Th2-driven inflammation is an area of
intense research. Recent in vivo experiments performed by our group suggest a role for MAPK
pathway in Th2-driven neutrophilic airway inflammation, as the administration of a MAPK p38
inhibitor delayed the onset of symptoms and reduced neutrophil recruitment to the airways of

asthmatic horses (36). Our in vitro experiments support and extend previous studies indicating a
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role of the MAP kinases in allergic inflammation by showing that p38 is implicated in the up-
regulation of CD23 mRNA expression in equine neutrophils. We did not find however agreement
between the two different PI3-K inhibitors LY294002 and wortmannin in our experiments. Other
studies have shown divergent effects of PI3-K inhibitors (63) where calcium signaling was inhibited
by LY294002 whereas wortmannin had no effect.

In conclusion, the results of these ex vivo studies suggest that IL-4, a Th2 cytokine, may
contribute to the activation of neutrophils during allergic inflammation. This phenomenon
involves the regulation of chemokine and cytokine expression by neutrophils including increased
IL-8 and TNF-a expression combined with decreased IL-1B. Hence IL-4 generated a mixed
inflammatory profile in equine neutrophils that may correspond to the signature of “alternative
activation” in Th2-dominated inflammatory states. Furthermore, using a natural animal model of
chronic airway diseases, we have shown that neutrophils are systemically activated following
allergen exposure and that they have increased responsiveness to IL-4, one of the cytokines
shown to be over-expressed in the airways of affected animals. These preliminary findings direct
future work aimed at verifying the in situ effects and contribution of IL-4 on airway neutrophils
and how the commonly used corticosteroid treatment affects this interaction and contributes to

decrease disease severity.
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Tableaux et figures de I’Article #3

Figure 1. /-4 induces morphologic changes in equine neutrophils. Representative photographs showing
isolated peripheral blood neutrophils cultured for 5 hours in the presence of the vehicle (A) or insect reqlL-4
(40 U/mL) (B). Photographs were taken using a phase-contrast inverted microscope (Leica DM IRM, Wetzlar,

Germany).
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Figure 2. IL-4 induces concentration and time-dependent expression of IL-8 mRNA in equine neutrophils.
Neutrophils were isolated from the blood of healthy horses using density gradient centrifugation and
cultured in the presence of the vehicle (volume corresponding to 40U/mL reqllL-4), insect reqlL-4 (4, 40 or
400 U/mL) or bacterial extracts (LPS 100ng/mL + fMLP 10'8M) for 5 (A, n = 4) or 18h (B, n = 4). IL-8 mRNA
expression was quantified using real time PCR. Absolute values were corrected relative to GAPDH
expression. Ratios are expressed as mean + SEM. * Significant effect of treatment (IL-4 or bacterial extracts

versus vehicle, p < 0.05)
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Figure 3. IL-4 induces the release of CXC chemokines receptor (CXCR)-2-ligands by equine neutrophils in
culture supernatants. A 48-well chemotaxis chamber was used to test the chemotactic activity of culture
supernatants derived from dose- and time-titration experiments. A. Culture supernatants from vehicle
(10uL/mL), reqlL-4 (4, 40, 400 U/mL) or LPS (100ng/mL)+fMLP (10'8M)-treated neutrophils derived from two
separate experiments performed at each time points —5h (n = 2) and 18h (n = 2)— were thawed on ice and
placed in triplicates in the bottom wells of the chamber. B. Representative experiment showing the lack of
effect of freshly diluted reqlL-4 in supplemented RPMI on neutrophil chemotaxis. E. coli reqlL-4 (10 ng/mL
in PBS), Insect reqlL-4 (40 U/mL, i.e.10uL/mL) and their respective vehicles in similar concentration were
placed in the bottom chambers and their chemotactic activity was compared as described above. C.
Representative results from dose titration assays with the CXCR-2 inhibitors SB225002 and SB265610

performed in triplicates. Briefly, equine neutrophils were incubated on ice for 30 min prior to migration
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toward reqlL-8 (10ng/mL), a prototypical CXCR2 ligand. D. The effect of pre-treatment with SB 225002 (10

M) and SB265610 (10°M) or heat-treatment (100°C, 5 min) of culture supernatants from IL-4-stimulated

neutrophils (40U/mL, 5h) on chemotactic activity was assessed in quadruplicates. Blank corresponds to PBS

alone. Chemotactic activity of the supernatants is expressed as mean = SEM number of migrated

neutrophils per magnification field.
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Figure 4. Asthmatic horses but not healthy control horses
develop airway obstruction following antigenic challenge.
Respiratory mechanics were performed on control (n = 4) and
asthmatic (n = 6) horses to assess pulmonary function while the
animals were at pasture (remission) or stabled in the presence
of mouldy hay (30-day antigen challenge). Pulmonary resistance
(R) was obtained from measuring airflow rates and
transpulmonary pressures. Values are expressed as mean *

SEM. * Significant differences between the means (p < 0.05).
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Figure 5. Differential mRNA expression in peripheral blood neutrophils from asthmatic and control horses
following culture with reqlL-4 for 5 hours. Peripheral blood from each horse was collected at time of remission
and following a 30-day antigenic challenge. Neutrophils were purified using paramagnetic microbeads (MACS)
and incubated with the vehicle (-) or insect reqlL-4 (40 U/mL) for 5 hours at 37°C, 5% CO,. Following culture,
gene expression of (A) pro-inflammatory cytokines (IL-8, IL-1B8, TNF-a) and (B) receptors (IL-4Ra, CD23, TLR4)
was quantified using real-time PCR and gene-specific primers. Absolute values were corrected relative to
GAPDH expression. Ratios are expressed as mean + SEM. * Significant effect of IL-4 over vehicle (p < 0.05). t
Significant difference between groups (p < 0.05). # Significant effect of antigen challenge (p < 0.05). (O)

Outlier value.
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Table 1. P values corresponding to the effect of treatment with reqlL-4, antigenic challenge and disease on

relative gene expression by PBN.

P values*

Txt Agit Gr§ Gr*Tx’ Gr*Ag® Tx*Ag’

IL-13 <0.001 0.14 0.03 0.99 0.83 0.42
IL-8 <0.001 0.02 0.64 0.06 0.99 0.09
TNF-a <0.001 <0.001 0.38 0.72 0.72 0.002
IL-4Rac <0.001 0.07 0.10 0.18 0.04 0.08
Cb23 <0.001 0.26 0.13 0.33 0.56 0.56
TLR4 0.41 0.89 0.71 0.64 0.55 0.02

*Differences were considered significant when p < 0.05. T(Tx) Treatment of neutrophils with insect reqlL-4,

1(Ag) Antigen challenge, §(Gr) Group; asthmatic versus normal. *Statistical interactions between parameters.
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Figure 6. Detection of TNFa and IL-18 in equine neutrophil using immunocytochemistry. A23187 (500ng/mL,
5h)-stimulated total blood leukocytes stained using isotype-matched control antibody (A) or goat anti-equine
TNFa (5ug/mL, positive control for TNFa staining). Arrows shows that mostly lymphocytes are positives for
TNFa (B). C. TNFa' equine neutrophil detected in IL-4-supplemented cell cultures (500ng/mL, 5h).
Representative of separate experiments performed with neutrophils isolated from two horses. D. Negative
control for IL-1f staining using isotype-matched control antibody on total blood leukocytes stimulated with
LPS (5ug/mL, 5h). E. Representative positive staining on a monocyte using anti-equine IL-1p antibody. F. IL-1p*

neutrophil in LPS-stimulated mixed blood leukocytes.
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Figure 7. Intracellular detection of IL-168 in IL-4
stimulated neutrophils using flow cytometry.
Equine neutrophils were stimulated for 5h
with reqlL-4 (100ng/mL) in the presence of
brefeldin A (10ug/mL) and double stained for
intracellular IL-1B (rat anti-equine IL-1B) and
extracellular equine neutrophil  marker
(DH24A, mouse IgM). The percentage of
double positive cells is represented as mean +

SEM (n = 2 horses).
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Figure 8. STAT-6, PI3-K and p38 MAPK are involved in IL-4
signalling pathway in equine neutrophils. ~ A. Western
blot analysis was performed to verify STAT-6 activation in
equine neutrophils following incubation with reqlL-4.
Neutrophils were isolated from normal horses using
density gradient centrifugation, suspended in PBS
supplemented with 10% FBS and stimulated or not with
reqlL-4 from commercial source (E. coli), non-commercial
source (/nsect) or with bacterial extracts (LPS 100ng/mL +
fMLP 10'8M). Following incubation, the cells were
homogenised in M-PER lysis solution and total proteins
were extracted in the presence of phosphatase inhibitor
cocktail with or without protease inhibitors. STAT6
activation corresponds to the detection of a 110 KDa band
using an anti-phosphoSTAT6 antibody (Tyr641). B. Purified
neutrophils from healthy horses were preincubated for 1h
with pharmacological inhibitors of PI3-kinase (LY294002,
10uM; wortmannin, 50nM), MAPK p38 (SB203580,
10uM), MEK1/2 (U0126, 2.5uM) for ERK inhibition and
JNK (SP600125, 5uM) or with a specific inhibitor of IKK2
(AS602868, 10uM). Pretreated neutrophils were further
incubated for 5h in the presence of the vehicle or insect
reqlL-4 (40U/mL) and DMSO (0.1% final concentration).
Analysis of CD23 and IL-1p mRNA expression, genes that
are either up-regulated or down-regulated by IL-4
respectively, was performed using real-time PCR.
Absolute values are expressed as mean + SEM (n = 4-5). *
Significant  difference  from  vehicle/DMSO-treated
neutrophils (p < 0.05). # Significant difference from reqlL-
4/DMSO-treated neutrophils (p < 0.05)
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Article #4

Neutrophilic inflammation and airway obstruction in equine
asthma is associated with elevated expression of arginase

isoforms 1 and 2.

Sommaire

L'activité de I'arginase peut contribuer a diminuer la production de NO, un bronchodilatateur, et
pourrait favoriser le remodelage tissulaire en générant des produits impliqués dans la prolifération
cellulaire et la synthése de collagéne.

L'expression d’arginase 1 est induite par les cytokines de type Th2 chez les macrophages et les
neutrophiles de souris et contribue aux changements physiopathologiques chez les modeles
murins d’asthme allergique.

Chez I'homme, I'arginase 1 est exprimé constitutivement par le neutrophile et a été impliquée
dans plusieurs contextes associés a I'inflammation chronique des tissus.

Dans cet article, I'expression et la régulation des deux isoformes de I'arginase par les neutrophiles
a été évaluée chez le cheval. Leur expression au niveau pulmonaire a aussi été étudiée chez des

chevaux normaux et atteints du souffle.

Contributions originales

Ma contribution sera de 100% a toutes les manipulations expérimentales sauf pour les
procédures cliniques associées aux lavages bronchoalvéolaires (33%), mécaniques
respiratoires (10%), extraction d’ARN a partir des biopsies thoraciques et synthese de
cDNA (0%). Je participerai a 80% a la rédaction de I'article.

Article en préparation pour soumission dans PlosOne.
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ABSTRACT
Background. Increased activity of the L-arginine metabolism may contribute to the airway
obstruction and remodeling associated with asthma. Species differences in arginase isoform
expression suggest that in humans, neutrophils may be the principal leukocytes responsible for
arginase expression at sites of inflammation.
Objectives. Investigate arginase isoforms expression in neutrophils and in the lungs of horses with
neutrophilic asthma-like disease (heaves).
Methods. The expression of arginase isoforms was studied in blood, airway neutrophils, and
peripheral lung biopsies obtained from horses-affected with heaves or equine asthma (n = 4-6)
and compared to normal horses using quantitative PCR, western blot and enzyme activity assay.
Results. Equine neutrophils constitutively express the arginase isoform 2 and the polyamines and
L-proline catalyzing enzymes ornithine decarboxylase (ODC) and ornithine aminotransferase
(OAT), respectively. Arginase activity was detected in these cells and significantly reduced by Nor-
Noha (1mM), a specific arginase inhibitor. Arginase 1 mRNA expression was detected in 5 of 6
heaves-affected horses’ peripheral lung tissues compared to 1 of 5 control horses. Arginase 2
MRNA levels in peripheral lung was significantly increased in both groups after antigen exposure,
however the fold increase was significantly higher in heaves-affected horses compared to controls.
Conclusions. The expression of arginase 2, ODC and OAT by equine neutrophils indicates that they
may contribute to airway constriction and remodeling associated with heaves. Despite species
difference in arginase expression and regulation, the equine model of severe asthma further

supports a role of the L-arginine metabolism in the pathogenesis of chronic airway diseases.

Key words: arginase, asthma, neutrophils, equine asthma model, ornithine decarboxylase,

ornithine aminotransferase, airway remodeling, inflammation, airway hyperreactivity.
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BACKGROUND
Increased L-arginine metabolism is a feature of chronic inflammation in various
pathological states including asthma (37) and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (57).
During chronic inflammation, the L-arginine consumption is augmented by an increased arginase
activity by inflammatory and/or structural cells. Recent findings indicate that arginase could
contribute to the pathologic changes associated with asthma through cell proliferation and
differentiation, and tissue fibrosis (37). Indeed, L-arginine is converted into urea and L-ornithine,
the latter being metabolized through the ornithine aminotransferase (OAT) and ornithine
decarboxylase (ODC) pathways into L-proline and polyamines (putrescine, spermidine and
spermine) (61), respectively. L-proline is an essential constituent of collagen fibers known to be
deposited in elevated amounts during repair processes and lung fibrosis associated with asthma
(53). Polyamines are required for cell proliferation and differentiation (48) as they promote
histone acetyltransferase (HAT) activity and chromatin hyperacetylation (18). Polyamines have
also been recently implicated in angiogenesis (26), another remodeling process occurring in the
asthmatic lung (11). Thereby, down-stream products of the L-arginine metabolism may contribute
to the proliferation and migration of structural cells including fibroblasts (59), endothelial (26) and
smooth muscle cells (19, 34) in addition to promoting fibrosis at site of chronic inflammation.
Moreover, arginase competes with constitutive (cNOS, NOS1) and endothelial (eNOS, NOS3) nitric
oxide synthase for cellular uptake of L-arginine (41). Thus, increased arginase activity limits the
production of nitric oxide (NO), an important endogenous bronchodilator (52) that also possesses
anti-inflammatory properties (8). Indeed, eNOS-derived NO was shown to inhibit NF-kB activity
through S-nitrosylation of the DNA-interacting p50 subunit (39) and suppression of IkB
phosphorylation and degradation (10).
The two arginase isoforms, arginase 1 and 2, are encoded by different genes (9). Arginase
1 is cytosolic and is highly expressed in the liver, but is also present in other cell types. Arginase 2
is localized to the mitochondria and is constitutively expressed in many tissues, with high
expression in the kidneys. Both enzymes exert similar metabolic functions as they share 100%
sequence homology in amino acid areas critical for enzymatic function (9). In the human lung,
arginase 1 is expressed by epithelial cells (7, 57, 62), fibroblasts (7), endothelial cells (57), smooth

muscle cells (7, 57), and inflammatory cells (57) including granulocytes (62).
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Studies performed in rodents have suggested an important role of L-arginine metabolism
in asthma (22, 38, 46, 62). Zimmermann et al (62) have shown that arginase 1 up-regulation in the
mouse lungs is induced by allergen challenges (ovalbumin and Aspergillus fumigatus), and can be
mimicked by T helper type 2 (Th2) cytokines (IL-4 transgenic mice, intranasal IL-13 administration)
to the lungs. This phenomenon was shown to be STAT6-dependant. Arginase 1 expression by rat
and mouse macrophages is up-regulated by Th2 cytokines (35, 43), and this gene is part of the
transcriptome signature of alternatively activated macrophages (AAM®) of murine origin (14, 15).
Hence, enhanced expression of arginase 1 is believed to be associated with Th2 cytokine-driven
allergic inflammation. However, while macrophages were found to be major cell types responsible
for the increased arginase 1 expression in murine asthma models (46, 62), human AAM¢ do not
up-regulate arginase 1 expression following IL-4 or IL-13 stimulation (50). In fact, human
neutrophils are the principal leukocytes responsible for arginase 1 expression at the site of
inflammation in several chronic conditions including parasitic infection, ulcers, pregnancy and
cancer (23, 25, 45, 54). Chépoki et al demonstrated that arginase 1 expression by murine
leukocytes (macrophages and neutrophils) is induced by, and dependent on, Th2 cytokines (and
STAT6 activation), whereas it is constitutive and restricted to neutrophils in humans (44). Hence,
extrapolations from findings in rodents may not be appropriate when studying the contribution of
arginase metabolism to human asthma.

As neutrophilic inflammation is common in severe asthma (47), and as neutrophils may be
responsible for arginase expression at sites of inflammation in humans, we postulated that the
release of arginase 1 by neutrophils may possibly amplify the airway obstruction and participate
lung tissue remodeling. We first explored the expression of arginase isoforms by equine
neutrophils. This species was chosen as horses are affected by heaves, a natural asthma-like
condition characterized by lower airway obstruction, neutrophilic inflammation, and a Th2-type
cytokines expression (12, 28). Remodeling of the airways is a prominent feature of equine asthma
and includes increased smooth muscle mass (17) and possibly, increased collagen deposition (55).
Therefore, we also explored arginase isoforms expression in peripheral lung biopsies of control
and heaves-affected horses before and after a 30-day antigen challenge and its association with

lung function.
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METHODS
Subjects

Heaves-affected horses (n = 4-6) and control healthy horses were studied (n = 4-5).
Diagnosis of heaves was based on history of reversible airway obstruction and neutrophilic
inflammation upon antigenic exposure with hay dust. Samples were collected while heaves-
affected horses were in clinical exacerbation of the disease (2 3 weeks antigenic exposure with
moldy hay and straw) and during clinical remission, i.e. while maintained in low dusts environment
(pasture > 3 months). All experimental procedures were performed in accordance with the
guidelines of the Canadian Council for Animal Care and were approved by the Animal Care
Committee of the Faculty of Veterinary Medicine of the Université de Montréal.
Peripheral blood samples collected from 2 healthy human volunteers served as control for the
methodological procedures. The use of human samples was approved by the Research Ethic

Committee of the Faculty of Medicine of the Université de Montréal.

Neutrophil isolation and culture conditions.

Centrifugation on a density gradient of Lympholyte-poly® (sodium metrizoate and Dextran
500, Cedarlane Laboratory Limited) was used to isolate equine and human peripheral blood
neutrophils. Briefly, blood was drawn into sterile heparinized tubes (BD Vacutainer) and the
polymorphonuclear-rich cell layer was harvested following centrifugation of whole blood
according to manufacturer’s instructions. The remaining red blood cells were lysed by hypotonic
treatment. In some experiments, immunomagnetic selection of equine neutrophils was used
(MACS) in order to achieve optimal levels of cell purity, as reported previously (21). After
sedimentation of blood for 1h at room temperature, neutrophils were retrieved from the
leukocyte-rich supernatant by sequential incubation with primary monoclonal antibody (#DH24A,
VMRD Inc.) and secondary rat anti-mouse IgM antibody conjugated to paramagnetic microbeads
(MACS, Miltenyi Biotec) before being loaded on a ferromagnetic LS separation column (MACS,
Miltenyi Biotec).

Cytospin slides were prepared (Cytospin2, Shandon) and stained with Protocol Hema 3
(Fisher Scientific) for differential counting of > 400 cells to assess neutrophil purity. Viability was

determined by trypan blue exclusion. The purity and viability of neutrophils were 98.1 £ 0.2% and
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97.8 £ 0.7%, respectively, when isolated using MACS and 93.5 £ 1.1% and 98.3 + 0.4% (mean =*

SEM) respectively using density gradient.

Lung biopsy, bronchoalveolar lavage (BAL) and respiratory mechanics

The lung samples were acquired in the course of another study that has been published
elsewhere (29). Briefly, peripheral lung biopsies (caudodorsal) were obtained by thoracoscopy
(51). Samples were maintained in ice-cold saline while dissected and lung pieces were immediately
snap-frozen in liquid nitrogen. Bronchoalveolar lavages (BAL) was performed on sedated horses as
described previously (28) using two 250-mL boluses of isotonic saline instilled into a main
bronchus using a videoendoscope. Recovered fluid was kept on ice until processed (within 1 hour).
Respiratory mechanics were performed as previously described (12). Briefly, pleural pressure
measured using a esophageal catheter and flow rates obtained using a heated pneumotachograph

served to calculate values of elastance and resistance (single compartment model)(5).

qPCR

RNA extraction from Trizol®Reagent and reverse transcription was performed as described
elsewhere (27) using 0.5 — 2 ug of total RNA. Frozen peripheral lung biopsies were homogenized in
lysis buffer (4 M guanidium isothiocyanate, 0.5% Na-N-laurylsarcosine, 25mM Na-citrate, pH7, 0.1
M 2[3-mercaptoethanol) using a tissue homogenizer. Total RNA was extracted on a cesium chloride
cushion (6). SMART PCR cDNA synthesis technology (BD BiosciencesClontech) was used to
generate cDNAs from 1 pg of total RNA (30).

Real-time PCR was performed using QuantiTect®SYBR® Green PCR kit (QIAGEN) (27) on
the Rotor-Gene Real-Time Centrifugal DNA Amplification System (Corbett Research). Primers pairs
were as following (5’=>3’): arginase 1.S (Sense) TCCACCCGGATCTCTGTGTCATTT and arginase 1.AS
(Anti-Sense) TTTGGCAGATAGGCAGGGAGTCAT; arginase 2.S GCTGTAAGAGAAGCTGGCTTGATG and
arginase 2.AS CCCACTGAGCGAGGATTCACTAT ; ODC. S CTGCCAAGGACATTCTGGACCAAA and
ODC.AS TTCAGTCTTGCTGGCACAGTCA; OAT.S ACCGCTTGCAAACTTGCTCGTA and OAT.AS
GAATGCGGCAACATTTGGATCCTG; GAPDH.S AAGTGGATATTGTCGCCATCAAT and GAPDH.AS
AACTTGCCATGGGTGGAATC. GAPDH was used as a reference gene (31). Quantification of gene

expression was performed using gene specific standard curves using a calibrator reference in the
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target run. Amplification conditions were as follow: 95°C 10 min followed by 50 (up to 60) cycles
of denaturation (95°C, 15 sec), annealing (55°C for arginase 1 and 2, 56°C for ODC and OAT; 25sec)
and elongation (72°C, 20 sec). Amplification conditions for GAPDH were similar except for
annealing (61°C, 25 sec). Primers were designed to span exon-intron boundaries in order to

prevent amplification of genomic DNA.

Western blot

Ten million neutrophils per test were pre-treated with 5mM DFP (2)
(diisopropylfluorophosphate, 0.5M stock in isopropanol, Calbiochem) for 10 min on ice then
centrifuged at 200g for 5 min. The cell pellet was lysed in 150 uL lysis buffer (25 mM Tris-HCL pH
7.5, 0.5% Triton X-100, Sigma-Aldrich protease inhibitor cocktail 1:100, Pierce Halt™ Phosphatase
Inhibitor Cocktail 1:100, 1ImM PMSF, 1mM DFP) on ice for 30 min, then centrifuged at 14000g for
15 min at 4°C. Supernatants were immediately frozen and stored at -80°C until analysis. The same
protocol was used to extract proteins from snap frozen control tissues (equine kidney and liver,
Brown Norway rat kidney) and peripheral lung biopsies, all homogenized in lysis buffer at
approximately 0.1g/mL. SDS-PAGE was performed as previously described (27) using equal
amounts of proteins (50ug/lane for neutrophils and control tissues, 150 pg/lane for lung samples).
After electrophoresis, proteins were transferred onto PVDF membranes at 20V for 6.5 min using
the iBlot® Dry Blotting System, Invitrogen. Western blotting was performed as described (27).
Membranes were blotted overnight at 4°C with gentle agitation against anti-human/rat arginase 1
(sc-18351 or sc-20150, 1:1000 in blocking solution containing 1X TBS, 0.1% Tween-20 with 5% w/v
nonfat dry milk) or anti-human/rat arginase 2 (sc-20151, 1:1000). Anti-B-actin (sc-47778, 1:
50 000) was used as a loading control (incubation at room temperature for 45 min). All antibodies
were from Santa Cruz®Biotechnology. Membranes were washed with 0.1% (v/v) Tween 20 in TBS
(pH 7.5) and incubated with a 1:2000 dilution of goat anti-rabbit I1gG-HRP IgG Abs (#7074,
CellSignaling Technology®) or HRP-conjugated donkey anti-goat 1gG-HRP Abs (sc-2020, Santa

Cruz®Biotechnology) for 2h at room temperature.

Arginase activity
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Arginase activity was assessed in protein samples extracted from cells and tissues as
described for western blotting using the Quatichrom™ Arginase assay kit from BioAssay Systems
(CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 40 uL of protein samples were
incubated with L-arginine and manganese-containing buffer for 2h at 37°C. The conversion of L-
arginine into urea by arginase was obtained by reading the optical density of samples at 520nm 20
minutes after adding the urea reagent. In some experiments, the specific activity of arginase was
assessed in the presence of the arginase inhibitor nor-Noha (N*-hydroxy-nor-arginine, 25mM stock
in DMSO, Cayman Chemicals, MI, USA) in concentrations ranging from 0.01mM to 1mM (final
DMSO 4%, v/v). Calculation of arginase activity considers the OD of each samples incubated
without L-arginine (blank) as well as water OD (protein diluent) and refers to the OD of urea
standard (1ImM) included in each test. Arginase activity is expressed as units per liter (U/L) or units
per g of protein (U/g). One unit of arginase converts 1 umole of L-arginine to ornithine and urea
per minute at pH 9.5 and 37°C. Serial dilutions of protein extracts from the different tissues were
first assayed to determine the range of arginase activity in each of them. An equal amount of
protein was afterwards compared between treatments (arginase inhibition assay) or between
animals (neutrophils, lung biopsies). Recombinant human arginase 1 (rhArgl, Alexis Biochemicals,
AXXORA, CA, USA) was used as a positive control. All protein samples were diluted in order to

generate an enzymatic activity between 1 and 40 u/L.

Statistics

Statistical analysis was done using Graphpad Prism 5 software (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA). Student paired t-tests were used to assess the effect of nor-Noha on arginase activity in
protein extracts from equine neutrophils and to compare normalized arginase 2 expression in
peripheral blood neutrophils between time of sampling in a group (before and after antigen
challenge). Unpaired t-tests were used to compare neutrophil gene expression between control
and heaves-affected horses or between BAL cells and peripheral blood neutrophils from heaves-
affected horses. The mean fold increases in arginase 2 expression between control and heaves-
affected horses was compared using an unpaired t-test with Welch’s correction. Gene expression
in peripheral lung tissues was evaluated on log transformed data using a repeated measures two-

way ANOVA with group and time as main effects. Linear regression analysis was performed to
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assess associations between lung mechanics and arginase 2 mRNA expression in peripheral lung

biopsies. P values less than 0.05 were considered statistically significant.
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RESULTS
Arginase 1 and 2 expression by equine neutrophils
In horses, Argl and Arg2 have been located by computational analysis on chromosomes 10
[NCBI Reference Sequence: XM _001503285] and 24 [XM_001499892], respectively. Their
expression in equine neutrophils was explored using real-time PCR and compared to positive
control tissues, i.e. equine liver and kidney for arginase 1 and 2, respectively. Also, cDNA samples
from the lung of a horse euthanized because of severe heaves symptoms were investigated.
Arginase 1 could be detected in normal horse liver and lungs of a horse affected with heaves but
not in normal equine neutrophils (Figure 1A)or those form diseased animal (not shown).
Messenger RNA for Arginase 1 was not found in mononuclear nor in polymorphonuclear cells
isolated from a normal horse bone marrow aspirate (sternum) using gradient centrifugation on
Lympholyte®-poly (not shown). This finding contrast with the strong expression of arginase 1 by
human bone marrow neutrophil precursors (20). In mice, arginase 1 expression was shown to be
induced by Th2 cytokines (44) and to be STAT6-dependent. Incubation of normal equine
neutrophils with recombinant equine IL-4 up to 18h at a dose shown to activate STAT6 in these
cells (40u/mL)(27) failed to induce arginase 1 expression (Figure 1B). However, arginase 2 was
strongly expressed by normal equine neutrophils when compared to kidney extracts (approx. 100
fold, Figure 1A) and was also found in the equine asthmatic lung. The mRNA expression of arginase
isoforms was confirmed at the protein level using Western blot (Figure 2). The validation of our
technical procedures was confirmed by demonstrating the expression of arginase 1 in human
neutrophils (Figure 2). The presence of two bands around 40KDa in equine kidney extract is likely
to represent the detection of the precursor and mature form of arginase 2, as the putative NH,-
terminal mitochondria-targeting presequence is processed upon importation into mitochondria
(16) or may correspond to a non-specific detection. Alternatively, this may correspond to forms of

arginase homotrimers with different subunits properties (49).

Equine neutrophils express both ornithine decarboxylase (ODC) and ornithine aminotransferase
(OAT) enzymes
ODC and OAT were found to be transcribed in highly purified normal equine neutrophils.

Figure 3 shows PCR products electrophoresis after 40 amplification cycles. Quantitative analysis
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revealed a strong absolute (gene concentration per ug of reverse-transcribed mRNA) and relative
(gene expression corrected for GAPDH expression) gene expression of both enzymes by equine
neutrophils. Thus, the absolute OAT expression in neutrophils was 37.8 and 69.9 fold higher than
liver and kidney, respectively, and the absolute ODC expression in neutrophils was 5.5 and 9.2 fold

higher than liver and kidney, respectively.

Arginase activity in equine neutrophils

We confirmed the presence of arginase in normal equine neutrophils using a quantitative
colorimetric arginase activity assay. Arginase activity was detected in protein extracts (10 ug) of
neutrophils isolated from 4 horses (61.94 + 28.46 U/g, range 12.00 — 110.60 U/g). This activity was
2 fold greater than that detected in equine kidney tissue (26.48 + 3.41 U/g, n = 3 independent
experiments). Arginase activity in liver (1089.00 * 88.66 U/g, n = 3 independent experiments) and
in human neutrophils (741.20 + 112.9 U/g, n = 2 healthy volunteers) were comparable or higher
than previously reported (1, 44). The specificity of enzymatic activity detected in neutrophils was
tested using nor-Noha, a specific inhibitor of arginase. A dose-dependent inhibition effect of nor-
Noha was observed on rhArgl at 0.1mM (71.69 + 10.06 %) and 1 mM (18.84 + 3.95 %),
respectively, compared to control samples containing 4% final concentration DMSO (v/v) (Figure
4A). From these experiments, 1mM nor-Noha was chosen to assess equine neutrophil protein
samples. Figure 4B shows the significant inhibitory effect of nor-Noha on enzymatic activity
detected in equine neutrophils (n = 4, p = 0.01), confirming the presence and activity of arginase in

these cells.

Arginase expression in heaves: peripheral lung biopsies

Arginase 1 mRNA was detected in duplicate samples of 6 peripheral lung biopsies over 22
(Figure 5A), preferentially in horses affected with heaves (5 of 6 heaves-affected horses and 1 of 5
controls). Only the lungs of one horse with heaves were positive for arginase 1 both before and
after antigenic challenge. Arginase 2 was detected in all lung biopsies and was significantly up-
regulated by antigenic stimulation (p = 0.004; Figure 5B), with a significant interaction between
group and challenge (p = 0.046). Indeed, the amplitude of arginase 2 up-regulation was

significantly higher in heaves-affected horses’ biopsies (p = 0.004, Figure 5C). Moreover, arginase
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2 expression in the peripheral lung of horses with heaves after antigenic challenge was associated
with lung elastance (r* = 0.65, p = 0.053, Figure 5D) and surprisingly, tightly associated with
respiratory frequency (r* = 0.92, p = 0.003, Figure 5D). No association between arginase 2
expression and lung resistance or transpulmonary pressure swings was found (not shown). The
protein expression of arginase 1 and 2, and arginase enzymatic activity were detected in
peripheral lung from 2 controls and 3 heaves-affected for which peripheral biopsies were available
for protein extraction (Figure 6). These preliminary results support the mRNA expression data and
suggest that higher arginase expression and activity may be associated with chronic airway

inflammation and obstruction in horses.
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DISCUSSION

This is, to our knowledge, the first study exploring the role of arginase in a large animal
model of chronic asthma. Heaves is a naturally occurring disease of horses presenting pathologic
features commonly associated with increased arginase activity, i.e. exaggerated inflammation,
tissue remodeling including increased smooth muscle mass (17) and fibrosis (55) as well as airway
hyperresponsiveness and bronchoconstriction following allergen challenge. The inflammation in
heaves is characterized by the recruitment of neutrophils into the airway lumen, which may
possibly contribute to airway damage and increased airway sensitivity through their release of
various inflammatory mediators, including proteases, oxidants and cytokines. Neutrophilic airway
inflammation in heaves is concomitant with the expression of Th2 cytokines by other BAL
inflammatory cells (12, 28), suggesting that these cytokines may be responsible for their ongoing
recruitment and activation. Indeed, IL-4 directly activates equine neutrophils ex vivo and
modulates their expression of cytokines, chemokine and receptors, in a way reminiscent of the
alternative activation phenotype (27). We hypothesized that the horses affected with heaves may
model severe asthma in which neutrophils are predominantly recruited, and that these cells could
contribute to the disease pathogenesis through the expression of arginase and the regulation of
the L-arginine metabolism. The equine model was also attractive because both the up-regulation
of arginase 1 by Th2 cytokines (as in murine models) and the constitutive arginase 1 expression
and release at the site of inflammation (as in humans) could be expected and tested in natural
conditions.

The expression of arginase isoforms by equine neutrophils has not previously been
reported. The results obtained in the present study demonstrate further differences between
species regarding arginase isoform expression by neutrophils, as we found constitutive expression
of arginase 2 in these cells but no arginase 1, even at sites of allergic inflammation, i.e. in BAL fluid
samples, or after ex vivo culture with IL-4, a Th2 cytokine previously shown to induce STAT6
activation in equine neutrophils (27). Hence, equine neutrophils differ from murine neutrophils,
which up-regulate arginase 1 expression after IL-4 stimulation, and from human neutrophils which
constitutively express arginase 1 in their granules (20, 44). Also, we (not shown) and others (13,
36) found that human neutrophils do not constitutively express arginase 2. Conversely, results

from Corraliza et al (13) imply that human neutrophils may express arginase 2 in disease states at
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sites of inflammation, as observed in patients with rheumatoid arthritis. Nonetheless, we found a
significant specific activity of arginase in equine neutrophils, as well as transcripts for the enzymes
ODC and OAT, suggesting that equine neutrophils could generate catabolic products of L-arginine
metabolism such as L-proline and polyamines from L-ornithine.

Arginase 1 and 2 are both involved in polyamines, proline and glutamate synthesis as well
as L-arginine up-take, urea formation and NO inhibition when transfected in mammalian
endothelial cells (32). This suggests that neutrophil arginase, either the isoenzyme 1 or 2, may lead
to similar biological outcomes in different species. In humans, constitutively expressed neutrophil
arginase was proposed to have antifungal properties (44) and to contribute to the extracellular
cytotoxicity in immune responses to parasitic infections (23). This is in agreement with the
beneficial role of murine macrophages expressing arginase 1 during helminthic infections (56).
Moreover, a high concentration of ornithine markedly increased hydrogen peroxide generation
and myeloperoxidase activity in neutrophils (42). Thus L-ornithine formation through the L-
arginine metabolism may enhance neutrophils effector functions and improve the host’s immune
response to infection. On the other hand, human neutrophil arginase released in the extracellular
milieu by neutrophils following cell death was reported to have immunosuppressive effects on T
cells by down-regulating TCR-T expression (25, 45, 54). This phenomenon is thought to constitute
a “beneficial feedback response to terminate acute inflammation ... while persistent Ag stimulus is
present” (4). Indeed, the TCR-C chain is downregulated in a number of chronic inflammatory
diseases including many types of cancers, autoimmune diseases (rheumatoid arthritis and
systemic lupus erythematous) and infectious diseases (HIV, leprosy) (reviewed in (4)). Arginase 2
expressed by murine renal cell carcinoma cell lines was reported to also have immunomodulating
effects on the T cell (58), suggesting that the arginase 2 present in equine neutrophils may exert
similar biological function. Taken together, these observations suggest that neutrophils could
participate in both pro- and anti-inflammatory events associated with chronic inflammation in
asthma. The mechanisms involved may be reminiscent of those associated with neutrophil
recruitment and activation during parasitic infections since the two pathologies share several
inflammatory and remodeling features (3). Interestingly, recent findings suggest that eosinophils,
i.e. the granulocytes recruited in the airways of patients with mild-moderate asthma phenotypes,

from both peripheral blood and BALF after allergen challenge do not express arginase 1 or



201
arginase 2 (36). The same authors report no arginase activity in BALF macrophages, suggesting
that neutrophils may be the main leucocytes responsible for generating L-arginine catabolic
products in the human asthmatic airways.

Arginase 2 is the predominant arginase isoenzyme expressed in the equine model of
asthma. It was detected in the lungs and peripheral blood neutrophils of all horses, as opposed to
arginase 1 which was detected in a few lung samples and remained undetectable in equine
leukocytes using a sensitive technique such as quantitative PCR. Interestingly, arginase 1 was
preferentially expressed in animals affected with chronic airway disease, both before and after
antigenic exposure. Cell types responsible for arginase 1 expression in the horse’s lung periphery
are currently unknown although preliminary experiments performed using bronchial biopsies
suggest that, similarly to humans, epithelial and smooth muscle cells may be sources (personal
communication, Dr D. Jean). Interestingly, the 3 horses with detectable arginase 1 mRNA
expression also had the highest values of pulmonary elastance, transpulmonary pressures and
breathing frequency (not shown). We found in preliminary experiments that arginase 1 mRNA was
not detectable in equine leukocytes retrieved at inflammatory sites (BAL cells), which only
expressed the type 2 isoenzyme. Arginase 2 transcripts were increased in the lungs of horses from
both groups, suggesting that increased arginase 2 expression may be a normal response to
environmental dust. Of note, the barn environment and the experimental conditions used to
exacerbate symptoms in heaves-affected horses is known to contain high amounts of bacterial
lipopolysaccharide (LPS) (40) which up-regulate arginase 2 expression in vitro in both humans and
in the mouse (13, 24). Further experiments are required to elucidate whether the inhalation of
endotoxins is responsible for arginase 2 up-regulation in equine pulmonary cells. Nonetheless,
arginase 2 expression was associated with parameters of pulmonary obstruction in horses with
heaves, particularly with lung elastance and breathing frequency. This is in accordance with the
hypothesis that down-stream products of L-arginine metabolism may contribute to peripheral
airway remodeling and thus affect the lung elasticity. This is in contrast with lung resistance which
is more related to large airway obstruction and that was not significantly associated with arginase
2 expression. In studies related to arginase expression in lung samples from asthmatic patients,
either the expression of arginase 2 was not investigated (62) or no changes in its expression were

found in macroscopically dissected airways (46), although in the latter study, the severity and
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chronicity of symptoms were not clearly described. In the lungs of COPD patients, the expression
of arginase 1 is albeit significantly correlated to arginase 2 (57). Polymorphisms in the arginase 1
and arginase 2 genes have been identified and linked to childhood asthma and atopy (33) as well
as adult asthma (60). In children, arginase 1 was found to be associated with the degree of atopy,
but not with asthma whereas arginase 2 was mainly associated with asthma and asthma severity.
Similarly in adults, SNPs in arginase 2, but not arginase 1, have been associated with asthma.
However, SNPs in both arginase 1 and 2 were associated with AHR in asthmatic patients, as well as

with responsiveness to B2-agonists and efficacy of corticosteroid treatment (60).

CONCLUSION

In conclusion, an increased expression of arginases is associated with a natural asthma-like
disease of the horse, reinforcing the possible role of the L-arginine metabolism in asthma and
other chronic obstructive lung diseases. In this model, we found that neutrophils possess high
expression of arginase 2, ornithine decarboxylase (ODC) and aminotransferase (OAT) and
therefore may contribute to generate polyamines and L-proline at site of inflammation. The
equine neutrophil arginase expression profile contrasts with the constitutive expression of
arginase 1 by human neutrophils and the up-regulation of arginase 1 after Th2 cytokines
stimulation in murine neutrophils. However, as the 2 isoforms exert similar metabolic functions,
the catabolic products they generate may favor the proliferation of airway structural cells as well

as collagen deposition in these species.
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Figure 1- Arginase isoforms expression by equine neutrophils and control tissues using qPCR.

A. Representative qPCR amplification cycling for arginase 1, arginase 2 and GAPDH using cDNA samples from
normal horse peripheral blood neutrophil, control tissues (equine liver and kidney) and heaves-affected lung
tissues. B. Neutrophils isolated from normal horses were incubated with recombinant equine IL-4 (40 U/ml),
a Th2 cytokine which proved to activate STAT6 in equine neutrophils, in order to induce arginase 1 mRNA
expression as reported for murine neutrophils. IL-4 stimulation of equine neutrophils for up to 18h failed to
up-regulate arginase 1 expression (representative of n = 3 separate experiments). Equine liver was used as

positive control for arginase 1 expression and GAPDH as a reference gene.
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Figure 2 - Detection of arginase 1 and 2 in equine peripheral blood neutrophils (PBNs) and control tissues
using Western blotting.

PBNs were isolated using gradient centrifugation from normal animals (eq. PBNs). Cells were pre-treated
with serine protease inhibitor DFP (5mM, 10 min on ice), homogenized in 25 mM Tris-HCL containing 0.5%
TritonX-100 and protease inhibitors and submitted to 10% SDS-PAGE (50ug/lane). Proteins were similarly
extracted from equine liver (control for arginase 1) and rat or equine kidneys (control for arginase 2). In
separate experiments, human neutrophils (hu. PMNs) were isolated from the blood of healthy individuals
and isolated in parallel with equine neutrophils to control for technical bias for arginase 1 detection. The
presence of arginase 1 and 2 corresponds to the detection of a ~40 KDa band using an anti-human/rat
arginase 1 or 2 antibody (1:1000 in TBST 5% w/v nonfat dry milk, Santa-Cruz Biotech) combined with HRP-
secondary antibody. The presence of two bands surrounding 40KDa in equine kidney extracts may
represent the detection of the precursor and mature form of mitochondrial arginase 2. B-actin blotting

served as loading control.
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Figure 3- Expression of ornithine decarboxylase
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samples (4% DMSO). n =4 horses, * p <0.05.
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Figure 5- Characterization of arginase isoforms expression in heaves and relationship with respiratory

mechanics.

Quantitative expression of arginase 1 (A) and 2 (B) mRNA expression in peripheral lung biopsies from

healthy control (n = 5) and heaves-affected horses (n = 6) before and following a 30d antigenic challenge.

Arginase 1 mRNA expression was detected in some lung samples only (reproducible duplicates),

preferentillay in heaves-affected horses. Arginase 2 was detected in all lung samples and significantly up-

regulated by antigenic challenge in the two groups. * p < 0.05 C. The fold increase in arginase 2 expression

after antigenic challenge was significantly higher in lung biopsies from horses affected with heaves

compared to controls. Horizontal bars represent means, * p < 0.05, ** p < 0.01. D. Significant or near

significant association between breathing parameters (lung elastance and breathing frequency) and

arginase 2 mRNA expression in heaves-affected horses after antigenic challenge.
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Figure 6- Arginase 1 and 2 protein expression and enzymatic activity in peripheral lung biopsies from

heaves-affected and control horses following antigenic challenge.

Proteins were extracted from snap-frozen peripheral lung biopsies obtained under thoracoscopic guidance
on sedated horses as described in Material and methods section. Western blot was performed to detect
arginase 1 and 2 in lung samples (150 pg/lane) and control tissues (equine liver and kidney, 50ug/lane). B-
actin was used as loading control. Arginase activity was assessed in the same protein extracts and is

presented as units per g of protein.
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Discussion générale
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Cette these tend a exposer le role polyvalent des neutrophiles dans la réponse allergique,
qui intégre a la fois les réponses innée et acquise qui lui sont associées. Les travaux qui y sont
présentés révelent différents mécanismes par lesquels les neutrophiles pourraient contribuer a
I'inflammation pathologique chez les chevaux atteints du souffle, et potentiellement, a la

pathogénie de I'asthme chez ’lhomme.
Le role du neutrophile dans la réponse innée associée a I’allergie

Nos travaux nous ont permis de détecter un défaut de la réponse innée associé au souffle.
Les leucocytes périphériques des chevaux susceptibles, en rémission clinique, possedent une
réponse exagérée au LPS et aux peptides formylés, des produits dérivés de bactéries, par rapport a
aux leucocytes de chevaux sains partageant le méme environnement (Article #1). Cette réponse
aberrante s’exprime en terme de régulation de I'expression génique de cytokines pro-
inflammatoires, a la fois dans les populations de neutrophiles et de mononucléaires. Une
conséquence possible de cette réponse exagérée par les neutrophiles est leur stimulation
autocrine et/ou paracrine et le délai de leur apoptose spontanée via |'expression de TNF (nos
résultats) et possiblement d’IL-1, aussi surrégulé par les neutrophiles des chevaux atteints du
souffle. Nos observations se supportent le retard de I'apoptose spontanée causé par l'effet
autocrine de I'lL-1B et du TNF observé chez les neutrophiles pulmonaires des chevaux atteints de

souffle exposés aux poussieres environnementales [150].

Une inflammation systémique est présente en phase de rémission et d’exacerbation clinique du

souffle

Nos résultats suggerent qu’une inflammation systémique persistante est responsable du
conditionnement périphérique des leucocytes chez les chevaux atteints du souffle. La
concentration de TNF, dont I'expression génique basale était surrégulée dans les mononucléaires
sanguins isolés des chevaux atteints de souffle, est aussi augmentée dans le sang des patients
asthmatiques [324, 326]. A I'aide d’un ELISA spécifique a I'espéce que nous avons optimisé pour
permettre |'évaluation des échantillons sériques (Article #2), nous avons détecté des
concentrations élevées de TNF dans le sérum de chevaux atteints de souffle en rémission (Article
#1) et en exacerbation clinique (Article #2), par rapport a des chevaux normaux gardés dans les

mémes conditions environnementales. Ces résultats se sont avérés confirmés par des tests
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effectués sur un autre groupe de chevaux a I'aide de marqueurs de lI'inflammation systémique
différents (haptoglobine et la protéine amyloide A sérique (SAA); manuscrit en préparation). Dans
cette étude, l'inflammation systémique était présente alors que la cytologie du LBA et les
parameétres de fonction respiratoire étaient normaux chez les chevaux asymptomatiques. Les
mémes molécules sont aussi présentes en quantité élevée dans le sang des patients atteints
d’asthme [334-336]. Ces données prises ensemble constituent le premier rapport de la présence
persistante de marqueurs de I'inflammation systémique chez les chevaux en rémission clinique du
souffle. Linflammation systémique représente une autre caractéristique physiopathologique

commune a I'asthme et au souffle.
Réponse innée exagérée des leucocytes dans le souffle

La présence d'inflammation systémique pourrait sans contredit contribuer a conditionner
les leucocytes périphériques chez les chevaux atteints de souffle et justifier nos résultats. Des
expériences dans lesquelles des cellules de chevaux normaux seraient misent en présence de
sérum provenant des chevaux atteints de souffle pourraient confirmer cette hypothese. Il est a
noter que des neutrophiles humains conditionnés, puis activés par des cytokines présentes au site
de I'inflammation montrent une réponse différente de celle de neutrophiles fraichement isolés et
activés directement [431]. Parmi les cytokines, le TNF contribuerait particulierement au
changement de phénotype des neutrophiles et a leur expression de molécules
immunorégulatrices telles le CCL2 (marque l'activation « alternative » des neutrophiles) et méme

I'indole 2,3-dioxygenase (IDO).

Dans l'alternative, un niveau accru d’expression des récepteurs pourrait contribuer a
augmenter la sensibilité des cellules aux agonistes bactériens chez les chevaux atteints du souffle.
Par contre nous avons observés des niveaux similaires d’ARNm codant le TLR4 (et le TLR2, données
non-montrées) dans les leucocytes provenant des deux groupes de chevaux. Ces résultats
requierent toutefois une confirmation au niveau protéique. De plus, I'étude de I'expression des
corécepteurs du TLR4, le CD14 et le MD-2, s’avere également requise car ces molécules sont
transcrites suivant une stimulation avec des agonistes pro-inflammatoires et ont le pouvoir
d’amplifier la réponse au LPS [432, 433]. D’apres les travaux de Lekeux et son équipe, la voie de

signalisation du NF-kB est constamment activée dans le souffle a cause de I'expression accrue du
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TNF et de I'IL-1B par les granulocytes pulmonaires. Ces cytokines contribuent a dégrader
perpétuellement I'inhibiteur du NF-kB, IkB-B, et donc a bloquer la rétroaction négative de la voie
NF-kB dans les granulocytes et les cellules épithéliales pulmonaires (effet paracrine), justifiant la
perpétuation de l'inflammation jusqu’a 21 jours suivant le retrait de I'antigene chez les chevaux
atteints de souffle [150, 407, 434]. Il reste a déterminer si le LPS+fMLP induit aussi une
hyperactivité du NF-kB chez les neutrophiles et les mononucléaires sanguins des chevaux atteints
du souffle. Tel que mentionné par Bureau et ses collegues [150], l'effet de I’expression
prédominante de I'isoforme a du IkB par les cellules sanguines et de son shift pour l'isoforme B au

niveau pulmonaire reste a considérer dans cette analyse.

L'expression des récepteurs au fMLP n’a pas été évaluée dans la présente étude.
L'hétérogénéité des sous-populations de neutrophiles se caractérise par différents taux
d’expression du récepteur au fMLP chez 'homme [435]. Il est possible que la réponse amplifiée
gue nous avons observée soit reliée a une plus grande proportion de neutrophiles exprimant le
FPR a des taux plus élevés. Il est a noter que le TNF est un puissant stimulateur de I’expression des
récepteurs au fMLP par le neutrophile équin [119] et que cette cytokine est présente dans le sang
des chevaux atteints du souffle en rémission clinique. Des indices de la présence d’une sous-
population « active ou transdifférentiée » de neutrophiles périphériques chez ces chevaux ont été
apportés par I'étude de Marr et colléegues, dans laquelle 'adhérence basale des neutrophiles des
chevaux asymptomatiques était augmentée par rapport aux chevaux normaux [422] et celle de
Dewachi et collegues, en lien avec I'expression différentielle de récepteurs pour les cytokines de
types Th2 [396]. Alternativement, le FPR est un RCPG qui peut avoir un effet inhibiteur sur la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, possiblement via la relache d’AMPc [118]. Aussi, les
voies de PI3-K et ERK, communes aux RCPGs, pourraient contribuer a inhiber I'expression de
cytokines pro-inflammatoires par les leucocytes, tel que démontré pour le C5a [436], un
médiateur associé a I'immunité innée qui s’est avéré impliqué dans la pathogénie de I'asthme
murin [437]. Un défaut dans cette rétroaction négative associée aux RCPGs pourrait contribuer a la
réponse exagérée aux LPS et fMLP combinés dans le souffle. Bref, la perspective d’évaluer la
réponse des leucocytes périphériques au LPS et au fMLP indépendamment (dose-réponse et
cinétique) est certainement de mise afin de mieux disséquer les mécanismes impliqués dans la

réponse inflammatoire aberrante observée.
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Causes et conséquences de I'inflammation systémique

Quant aux autres causes et conséquences de l'inflammation systémique associées a
I’'asthme et au souffle, encore peu d’informations sont disponibles dans la littérature pour postuler
a ce sujet. Certaines études rapportent que les taux de CRP sont plus élevés dans le sang des
patients asthmatiques non-allergiques, indépendamment du type d’inflammation locale. Par
contre, la présence d’obésité est associée aux taux élevés de CRP chez les patients asthmatiques
allergiques [330, 438]. On a aussi associé une augmentation de la concentration sérique
d’arginase 1 a I'asthme intrinséque seulement (les auteurs n’ont malheureusement pas évalué le
type d’inflammation associé) [265]. L’asthme allergique est quand méme considérée comme une
« maladie systémique » étant donnée la présence concomitante de manifestations cutanées et de
rhinite chez certains patients [439]. Ces derniéres observations ne s’appliquent pas au cheval
atteint du souffle qui ne présente pas de tels symptomes ni d’IgEs sériques particulierement
abondants, bien que la présence de rhinite n’ait pas encore été évaluée. La présence de co-
morbidités comme la colite ulcéreuse, le diabéte de type 2, les néphropathies, les cancers et les
maladies cardiovasculaires sont considérées comme des conséquences de linflammation
systémique associées a I'asthme (revu dans [439] et [335]). Des résultats d’endoscopie et de tests
d’absorption du glucose suggérent que les chevaux atteints de souffle ne présentent pas plus
d’ulcéres gastriques ni de résistance a l'insuline que les chevaux normaux [440, 441]. Les
concentrations de TNF sériques associées au souffle dans nos études ne sont pas corrélées avec le
poids des chevaux (données non-montrées). Il est a noter que I'évaluation de I'index de masse
corporelle a permis d’établir une association entre le TNF sérique et |'adiposité des chevaux dans
une autre étude [442]. L'étude de Wu et collégues rapporte chez les asthmatiques stables des
concentrations élevée d’IL-6, de CRP et de SAA, en association avec la présence élevée de
molécules d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1 et E-Sélectine), de microalbuminurie (perméabilité
néphrique) et de marqueurs de stress oxydatifs (3NT, 3-nitrotyrosine) [335]. Une autre étude a
montré une concentration sérique supérieure de TNF et d’IL-8 chez les asthmatiques séveres par
rapport aux légers, et supérieure chez les patients légers par rapport aux contréles, en période de
stabilité symptomatique [326]. La concentration sérique de TNF était plus fortement corrélée au
déclin de la fonction respiratoire que celle d’IL-8. Les auteurs discutent de I'inefficacité possible

des corticostéroides a controler la production de cytokines au niveau pulmonaire et commentent
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I'utilité de bloqueurs du TNF comme traitement alternatif. Comme pour les chevaux atteints de
souffle, ces résultats suggerent que chez les asthmatiques, I'inflammation perdure entre les

exacerbations.

Il est possible que de faibles niveaux de poussieres inhalées entretiennent I'inflammation
pulmonaire chez les chevaux atteints du souffle et que cette inflammation locale déborde vers la
circulation systémique. L’inhalation de LPS a le potentiel de causer en elle-méme une
inflammation systémique (marqueurs utilisés : haptoglobine et CRP) [443]. Nos résultats combinés
a ceux de Pirie et collegues démontrant une sensibilité accrue des chevaux atteints du souffle a
développer l'inflammation et la bronchoconstriction en réponse au LPS inhalé [404], et de ceux de
Lann et collégues qui ont observé une réponse pro-inflammatoire exagérée au LPS par les
macrophages pulmonaires isolés des chevaux non-symptomatiques [444], supportent que cette
hypothése soit vraisemblable chez les chevaux atteints de souffle. Inversement, il a été suggéré
récemment que ce serait I'inflammation systémique qui serait responsable du déclin de la fonction
respiratoire [445]. Autrement, le remodelage tissulaire qui s’opere au niveau des voies
respiratoires semble étre un processus constant dans le souffle [446] et pourrait générer des

médiateurs inflammatoires en dehors des périodes d’exacerbations cliniques.
Le r6le du neutrophile dans la réponse acquise associée a la réponse allergique

La réponse immunitaire acquise, spécifique a I'antigene, est fondamentale dans le concept
de l'allergie. La sensibilisation allergique, résultat de la capture, de I'apprétement, et de la
présentation d’un antigene inhalé aux lymphocytes par les CPA, en est la premiére étape. S’en suit
la prolifération et la polarisation des lymphocytes T spécifiques a cet antigene et leur production
de cytokines de type Th2 centrales aux événements clés de la réponse allergique : 1) la production
par les lymphocytes B d’IgEs spécifiques a I'allergéne; 2) la relache d’histamine par les cellules
métachromatiques suivant une exposition ultérieure a cet antigene et I'agrégation de leurs
récepteurs aux IgE; 3) le recrutement de granulocytes et; 4) les changements fonctionnels et

architecturaux tissulaires (production de mucus, contractilité et masse du muscle lisse, fibrose).

Encore récemment, et contrairement aux éosinophiles, le neutrophile n’était pas considéré
comme une cellule effectrice de la réponse allergique. En ce sens, leur recrutement aux sites

d’inflammation allergique est mentionné dans certains manuels de références [11, 447], mais pas
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tous [13, 448]. En effet les neutrophiles sont communément catalogués comme des cellules
sentinelles aux fonctions et a la demi-vie limitées, recrutées dés les premiers signes d’insultes ou
d’infection tissulaires et donc, surtout comme cellules effectrices de l'inflammation aigué.
Pourtant, on rapporte depuis plus d’une décennie I'activation périphérique et le recrutement
spécifique des neutrophiles dans les voies respiratoires des patients asthmatiques [329, 350]. Ces
cellules se sont montrées également aptes a répondre de maniere spécifique a I'allergene, par
I'activation de plusieurs de leurs fonctions cellulaires [166, 351-353]. De plus, 'emphase récente
mise sur la caractérisation des phénotypes cliniques d’asthme a soulevé considérablement
d’intérét pour les mécanismes associés a la présence des neutrophiles dans les voies respiratoires

des patients asthmatiques.

Nous avons utilisé le cheval atteint du souffle comme modele pour I'étude du neutrophile
comme cellule effectrice de la réponse acquise dans l'allergie pulmonaire. Ce modele naturel
d’asthme présente les quatre critéres de définition de I'hypersensibilité de type | énumérés ci-
haut. Cela suggére l'implication d’'une réponse immunitaire spécifique s’associant a une
neutrophilie persistante des voies respiratoires. En plus de ces caractéristiques, le souffle partage
avec l'asthme des symptémes et des traitements similaires, suggérant que des mécanismes
analogues pourraient étre impliqués chez les deux espéces. Nous avons postulé que I'interaction
des neutrophiles avec les cytokines de type Th2 exprimées au site de I'inflammation pourrait, a la
maniére de la relation entre les cytokines de type Th2 et du recrutement d’éosinophiles,
contribuer a la pathogénie du souffle en activant les neutrophiles équins. En ce sens, une étude
effectuée dans notre laboratoire a montré que I'lL-4 recombinante équine stimule I'expression
génique d’IL-8 et de molécules d’adhésions par les cellules endothéliales artérielles pulmonaires
en culture (Annexe 3) [357]. Ainsi, nous avons évalué ici l'influence directe du contexte allergique
sur les fonctions immunorégulatrices du neutrophile et la contribution possible de ces cellules

comme régulateur de I'inflammation.

Nos résultats montrent que I'IL-4, une cytokine centrale de la réponse de type Th2, peut
induire la polarisation des neutrophiles équins ex vivo, activer STAT6, un facteur de transcription
typiquement associé a son récepteur, réguler leur expression de cytokines et de chimiokines ainsi

que de récepteurs impliqués dans la réponse allergique.
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Ligands des CXCR2 induits par I'lL-4

L'IL-4 pourrait contribuer a favoriser la neutrophilie pulmonaire puisqu’elle stimule la
reldche de ligands des récepteurs CXCR2 par les neutrophiles. Nous avons observé que I'lL-4 active
de maniere précoce (5h) la transcription d’IL-8 par les neutrophiles équins. Ces données sont
similaires a celles rapportées pour le neutrophile humain [360]. Malgré l'inaccessibilité a un
anticorps spécifique pour la détection de I'lL-8 au niveau protéique dans les surnageants de
culture, Iutilisation de bloqueurs des CXCR2 (SB 225002 et SB 265610) a confirmé la présence de
chimiokines de type CXC ELR+ dans les surnageants des neutrophiles équins stimulés avec I'lL-4.
Les ligands des récepteurs CXCR2 incluent les chimiokines CXCL1 a 8, excluant le CXCL4 qui se lie
au CXCR3B (Annexe 1). Nous savons que le CXCL2 (MIP-2a) et le I'CXCL8 (IL-8) sont exprimés
rapidement par les neutrophiles équins [148] et que le CXCL1 est exprimé par les neutrophiles
humains [34]. Une étude récente indique que PI3K est impliquée dans la régulation post-
traductionnelle de I'lL-8 mais pas dans sa transcription [449]. Ceci est contraire a la régulation de
deux autres chimiokines exprimées par les neutrophiles humains, CCL3 et CCL4, dont la
transcription et la sécrétion sont tous deux sous le controle de PI3K. Nos résultats suggerent
I'implication de PI3K et p38 MPK dans la régulation des génes IL-1B (sous-régulé) et CD23 (induit)
par I'IL-4. Il reste a déterminer si des mécanismes spécifiques sont impliqués dans la régulation de
I’expression d’IL-8 dans les neutrophiles équins et si ces mécanismes sont similaires a ceux décrits

pour I"humain.
Récepteurs induits par I'IL-4

Nous n’avons pas trouvé de différence dans I'expression basale ou induite du récepteur a
I'lL-4 entre les neutrophiles isolés de chevaux normaux et atteints de souffle, contrairement a
notre hypothése de départ. D’autres récepteurs associés a la réponse allergique sont surrégulés
par les neutrophiles de patients asthmatiques (IL-9 [364]) et des chevaux atteints du souffle (IL-5
et IL-9 [396]). Un gain de fonction évident du récepteur n’a pas non plus été démontré dans notre
étude, malgré la forte tendance (p=0.06) des neutrophiles provenant des chevaux atteints du
souffle a exprimer des niveaux d’IL-8 plus élevés en réponse a I'lL-4 que ceux des neutrophiles
isolés de chevaux normaux. Nos résultats suggerent que I'lL-4Ra est exprimé constitutivement par

les neutrophiles équins, a un niveau relativement élevé par rapport au TLR4 (~10 fois) et au CD23
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(~100 fois) et similaire a celui détecté chez les autres leucocytes sanguins (résultats non-montrés).
Deplus, nous avons observés lors d’études préliminaires que I'expression de I'lL-4Ra était accrue
en fonction du % de neutrophiles présents dans une population mixte de leucocytes du LBA. Ces
résultats suggerent que I'IL-4Ra est aussi exprimé par les neutrophiles pulmonaires. Des
expériences supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer si I'lL-4 a un effet similaire sur

les neutrophiles pulmonaires des chevaux atteints du souffle.

L'inflammation des voies respiratoires pourrait également étre entretenue par I'effet
rétroactif positif de I'lL-4 sur I'expression génique d’une sous-unité de son propre récepteur, I'IL-
4Ra, constituant avec la chaine commune yc (CD132) et IL-13Ral les récepteurs de Type | et de
type Il a I'lL-4, respectivement. Chez 'homme, on a démontré que les neutrophiles exprimaient
uniquement le récepteur de type | [450], spécifique a I'lL-4, alors que les sous-unités IL-13Ral et
IL-13Ra2 demeuraient indétectables sur leur surface. Cela est surprenant étant donné que les
mémes auteurs ont démontré un effet biologique de I'lL-13 sur les neutrophiles humains, dix
années plus tot [361]. Il reste donc a identifier le(s) récepteur(s) impliqué(s) dans la réponse a I'lL-

4 par les neutrophiles équins.

Nos travaux montrent pour la premiére fois que I'expression du CD23 est induite par I'lL-4
chez les neutrophiles équins. Comme mentionné dans le paragraphe précédent, les niveaux de
base d’ARNm détecté étaient inférieurs dans les extraits de neutrophiles sanguins par rapport a
ceux des leucocytes totaux. Ces résultats sont en accord avec le fait que les mononucléaires
expriment constitutivement ’ARNm du CD23, tel que rapporté par Jackson et ses collegues [451].
Néanmoins, nous avons noté qu'en comparaison avec des populations mixtes de leucocytes
sanguins ou pulmonaires (LBA), le ratio d’augmentation de I'expression du CD23 était au moins
doublé chez les neutrophiles aprés stimulation avec I'lL-4 pendant 5h. Ces observations suggérent

une cinétique et des effets spécifiques de I'lL-4 pour chacune de ses populations cellulaires.

Le CD23 est un récepteur de faible affinité pour les IgEs qui est exprimé constitutivement
chez 'homme par les lymphocytes B, monocytes, éosinophiles et plaquettes circulants [452]. En
accord avec nos observations chez le cheval, le CD23 n’est pas exprimé de maniére constitutive
par les neutrophiles humains provenant de sujets normaux [453-455]. Par contre, son expression

est induite sur les neutrophiles isolés du sang de patients atteints d’arthrite rhumatoide en phase
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active [456]. Bien que les conséquences biologiques de I'expression du CD23 par les neutrophiles
ne soient pas bien décrites, la littérature confirme qu’il peut lier les IgEs et qu’il est fréquemment
co-exprimé par les neutrophiles avec un autre récepteur pour les IgEs, le MAC-2/eBP [453].
Contrairement a nos résultats, I'lL-4 seule n’a aucun effet sur I'expression du CD23 par les
neutrophiles humains [453, 456, 457], ce qui constitue une différence inter-espéce a considérer
quant a I'extrapolation des mécanismes impliqués chez le cheval vers ’'homme. Le GM-CSF s’est
avéré stimuler I'expression génique et protéique du CD23 par les neutrophiles humains [453] mais

de maniére inconsistante [456, 457].

Un fait intéressant est que I'expression de CD23 soluble (CD23s) est augmentée dans la
circulation des patients atteints d’asthme extrinséque [458] et intrinséque [459], et que dans ce
dernier cas, les taux de CD23s sont indépendants du taux d’IgEs circulants. Ces données suggerent
que la présence de CD23 n’est pas attribuable a I'atopie per se mais a la présence d’inflammation
chronique. Dans ce sens, 'augmentation de CD23s est également associée a |'arthrite rhumatoide,
a la thyroidite auto-immune, a la myasthénie et au diabéte de type | [460, 461], sans toutefois étre
un marqueur de I'inflammation systémique (n’est pas associé aux niveaux de CRP [460]). Qui plus
est, on a démontré que les neutrophiles activés étaient responsables du clivage du CD23
membranaire exprimés par des lymphocytes B dans un systeme de co-culture via la relache
d’élastase et de cathepsine G [462]. Ce mode de clivage est différent de la génération spontanée
de CD23s qui est effectuée par des métalloprotéinases. Enfin, cela suggére que l'inflammation
neutrophilique chronique favorise I'apparition de taux élevé de CD23s. Cette molécule se lie aux
intégrines f2 des monocytes (CD11b et CD11c), active les MAPKs et le NF-kB, et stimule leur
production de médiateurs pro-inflammatoires (NO, flambée oxydative, TNF, IL-6 et IL-1B) [462,
463] et de chimiokines pour les neutrophiles (IL-8) et monocytes (CCL2 et 3)[464]. Il est tentant de
postuler qu’une rétroaction positive pourrait s’effectuer au site de I'inflammation dans le souffle,
ou I'lL-4 favoriserait I'expression du CD23 par les neutrophiles et les macrophages [451], lequel
serait clivé par I'élastase également présente au site de I'inflammation [200], pour ensuite activer
la production de chimiokines et médiateurs pro-inflammatoires par les cellules exprimant ses
ligands. Le niveau de sCD23 est inversement corrélé a la fonction respiratoire chez les
asthmatiques [458] et l'inhibition (souris CD23 KO) ou le blocage du CD23 par [utilisation

d’anticorps renverse la bronchoconstriction chez un modéle murin d’asthme [465]. En ce sens,
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I’étude de la contribution du CD23 dans le souffle représente une perspective intéressante dans
I'optique de mieux comprendre le role des neutrophiles dans la réponse allergique et s’avere
envisageable compte tenu du développement récent d’un anticorps détectant la forme équine du

CD23 [466].

Nos résultats suggerent que l’expression d’IL-4Ra et de CD23 pourrait constituer des
marqueurs d’activation des neutrophiles par les cytokines de type Th2 si ces récepteurs s'avéraient

régulés de la méme maniere par I'lL-4 au niveau pulmonaire.
Phénotype d’activation induit par I'lL-4 et concept de sous-populations

L'IL-4 a des effets spécifiques sur |'expression des cytokines pro-inflammatoires par le
neutrophile. Nos résultats montrent un effet inhibiteur puissant de I'lL-4 sur I'expression d’IL-1 (4
a 20 fois réduit) contrairement a une augmentation de I'lL-8 et du TNF. Ce profil d’expression
differe de celui des neutrophiles stimulés avec des extraits bactériens ([148] et Article #1) ou de
I'INFy [34]: ces agonistes ont pour leur part I'effet d’augmenter I'expression de toute ces
cytokines. En guise de comparaison, les extraits bactériens (100 ng/ml LPS, 10°M fMLP)
augmentent I'expression de TNF par les neutrophiles de 3 a 25 fois par rapport aux niveaux de
base, selon les chevaux, alors que I'amplitude de I'augmentation est de 1 a 4 fois avec I'lL-4 (40
U/ml). Quant a I'lL-8, les ratios d’expression varient de 1,5 a 5 pour les extraits bactériens et de 1
a 4,5 pour l'lL-4, respectivement. Donc, I'lL-4 est comparable aux extraits bactériens (aux
concentrations utilisées) pour induire I'expression d’IL-8 mais est beaucoup moins puissante pour
stimuler I'expression de TNF. D’ailleurs, la stimulation bactérienne induit I'expression du TLR4,
mais pas I'lL-4Ra, et inversement, |'lL-4 favorise |'expression de I'lL-4Ra et du CD23, mais pas du
TLR4. Chacun de ces agonistes semblent donc induire un phénotype d’activation spécifique chez le
neutrophile équin. L'étude de I'effet combiné du LPS et de I'lL-4 constitue une perspective
interressante compte tenu du fait que ces agonistes sont probablement réunis dans
I'environnement pulmonaire chez une proportion considérable d’individus souffrant
d’inflammation chronique des voies respiratoires, et particulierement chez les chevaux atteints du
souffle. La dose des ces agonistes et la séquence de leur intéraction pourraient influencer le profil
et le niveau d’activation des neutrophiles, tel que suggéré par des études in vivo utilisant des

modeéles murins ([233] et revu dans [467]).
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D’ailleurs, différents phénotypes d’activation des neutrophiles ont été identifiés dans des
modeéles murins. Une étude a mis en évidence chez les souris beiges SCID (severe combined
immunodeficient) infectées avec une souche de Staphylococcus aureus méthicilline-résistante
(MRSA) I'existence de neutrophiles possédant différents phénotypes. Ceux-ci exprimaient des
profils de cytokines, chimiokines et récepteurs différents et des fonctionnalités variantes [468]. Les
souches de souris résistantes a linfection présentaient des neutrophiles sanguins (PMN 1)
exprimant les cytokines et chimiokines CXCL1, CCL3, IL-12, TNF et IL-1B, les récepteurs TLR2, TLR4,
TLR8 et CD49b, et avaient un métabolisme oxydatif actif et un pouvoir de killing élevé. Les
neutrophiles des souches de souris susceptibles (PMNs Il) exprimaient le CXCL1, CCL2, IL-4, IL-10,
TNF IL-1B, les récepteurs TLR2, TLR4, TLR7, TLR9 et CD11b et présentaient un métabolisme
oxydatif et un pouvoir de killing similaire aux PMNs I. Les neutrophiles des souris normales (taux
de survie intermédiaire) n’exprimaient que le TNF, I'lL-1B et de faibles taux de CXCL1 et les
récepteurs TL2, TLR4 et TLR9, sans activité bactéricide. Les PMNs | et Il étaient associés a la
présence de macrophages présentant un profil d’activation classique (CCL5, iNOS) et alternatif
(CCL17, récepteur du mannose), responsables de la résistance ou de la susceptibilité des souris a
I'infection, respectivement. Le transfert adoptif des PMNs | et Il conférait aux souris beiges SCID
dépouillées de neutrophiles la résistance ou la susceptibilité, respectivement, a I'infection avec
MRSA. En 2009, un méme genre de classification a été proposé pour les neutrophiles associés aux
tumeurs chez la souris, soit N1 ou N2, a la maniére des macrophages M1 et M2 chez la souris
(Figure 26) [469]. Dans cette étude, le TGFP sécrété par la tumeur favorisait la polarisation des
neutrophiles en N2, exprimant le CCL2, CCL5, VEGF et I’arginase 1 alors que son inhibition recrutait
des populations de neutrophiles N1 exprimant le TNF, CCL3 et ICAM-1. Les N1 avaient une activité
antitumorale alors que les N2 étaient pro-oncogénes, encore une fois en association avec des

macrophages activés de maniere classique ou alternative, respectivement.

Chez I'homme, Gallin reconnaissait déja en 1984, 'hétérogénéité des neutrophiles circulants
[435]. Celle-ci s’exprimait par des densités cellulaires et des aptitudes de locomotion, de
phagocytose et d’activation du métabolisme oxydatif différentes ainsi que par |'expression
différentielle des récepteurs pour le fMLP et les Igs. De plus, on a reconnu récemment que les
neutrophiles humains pouvaient étre «reprogrammés » par les cytokines, une propriété

essentielle des cellules appartenant a I'immunité acquise, tel que décrit par Chakravarti [470].
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Ainsi, cet auteur a étudié la reprogrammation des neutrophiles stimulés avec un cocktail de
cytokines constitué de GM-CSF, TNF et IL-4. Ces cytokines sont communes a plusieurs conditions
pathologiques impliquant I'inflammation chronique des tissus incluant I'arthrite, I'asthme (revu
dans [470]) et le souffle [395, 399, 426]. Une faible population (8-17%) de neutrophiles stimulés
avec ce cocktail cytokinique survivait plus de 3 jours en culture. Ces derniers exprimaient des
marqueurs typiques des neutrophiles matures (CD11b, CD18 et CD32) avec une néo-expression de
molécules d’adhésion CD49d (intégrines a4) et ICAM-1, ainsi que des molécules associées a la
présentation d’antigenes HLA-DR (CMHII) et CD80. Ces neutrophiles présentaient également une
augmentation de leur pouvoir oxydatif en réponse au fMLP (augmentation du nombre de
récepteurs), de production de leukotrienes (association de la 5-LO a la membrane nucléaire) et
d'efficacité de phagocytose associés a une diminution de leur capacité de locomotion et de
dégranulation. De plus, leur production spontanée d’IL-8, IL-1B et IL-1RA était accrue et certaines
molécules associées a des voies de signalisation spécifiques étaient phosphorylées (p3856 MAPK,
GSK (glycogen synthase kinase)-3a/B, RSK (ribosomal protein S6 kinase)-1, AKT 1 et 2). Ces
neutrophiles démontraient finalement une adhérence accrue a des lignées de cellules structurelles
(fibroblastes et ostéoclastes) en co-culture. Dans une autre étude, on a démontré que les
neutrophiles conditionnés par un milieu riche en cytokines exprimait tardivement le CCL2,
chimiokine exprimées par les neutrophiles polarisés PMN Il et N2 décrits par Tsuda [468] et
Fridlender [469] chez la souris (cités précédemment). Le TNF contenu dans le milieu conditionné

s’avérait contribuer significativement a la reprogrammation phénotypique des neutrophiles.
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Figure 26. Origine et différentiation des cellules suppressives d’origine myéloide associées aux tumeurs

(MDSC, myeloid-derived supressor cells). Tiré de Fridlender et al, 2009 [469].

Enfin, in vivo, on a retrouvé un phénotype similaire chez les neutrophiles isolés des voies
respiratoires de patients atteints de fibrose cystique [128] ou présents dans le liquide synovial (SF)
de patients atteints d’arthrite rhumatoide [471]. Dans le premier cas, ils présentaient les
caractéristiques observées chez les neutrophiles activés in vitro (CD80, CMHII, RSK (ribosomal
protein S6 kinase)-1, métabolisme oxydatif activé), et de plus, un marqueur associé a |'activation
alternative des macrophages, le CD294 ou récepteur des prostanoides DP,. Les neutrophiles isolés
des patients atteints d’arthrite rhumatoide présentaient quant a eux, une augmentation de
récepteurs impliqués dans la phagocytose (CD14, FcyRl) et la présentation d’antigenes (CMHII,
CD83) [471]. Les cytokines présentes dans le SF incluaient le GM-CSF, TNF et IL-4, comme celles
utilisés par Chakravarti dans son étude in vitro, par contre I'inhibition de I'INFy principalement,
aussi présent dans le SF et sécrété par les lymphocytes T en co-culture, s’avérait renverser la

« transdifférentiation » des neutrophiles.

Nos résultats confirment I'existence de sous-populations de neutrophiles exprimant les
cytokines régulées par I'lL-4 chez le cheval. Jusqu’a récemment, la pietre disponibilité d’anticorps
spécifiques a I'espéce a restreint les chercheurs a étudier I'expression génique des cytokines chez
le cheval. Les travaux effectués dans le cadre de cette these ont permis pour la premiere fois de

montrer |'expression protéique de cytokines exprimées par les neutrophiles équins a l'aide



228
d’anticorps spécifiques pour I'lL-1B et le TNF utilisés en immunohistochimie (ICC), en cytométrie
de flux (Article #3) ou en ELISA (Article #2). Le pourcentage de neutrophiles exprimant I'lL-1B
(Article #3, double marquage par cytométrie de flux) et le TNF (expériences préliminaires en
cytométrie et ICC) se situait autour de 0.1%. En guise de comparaison, environ 4-12% des cellules
mononucléaires était positifs pour ces cytokines, pour le méme type de stimulation. D’ailleurs, a
I'ELISA, les concentrations de TNF dans les surnageants de cultures de neutrophiles étaient
nettement inférieures, sinon indétectables, par rapport aux mononucléaires (Article #1). Les
résultats des études sur le changement phénotypique des neutrophiles humains stimulés in vitro
montrent que similairement, les marqueurs associés a la présentation de l'antigéne ne sont
exprimés que par une trés petite sous-population de neutrophiles au final (ex. 0.39% HLA-DR" et
0.037% CD86"), considérant que seulement 13% des cellules initialement mises en culture ont été
analysées. De méme, 10% des neutrophiles présentant une demi-vie prolongée au site de

I'inflammation exprimaient les marqueurs d’intérét chez les patients atteints de fibrose cystique.

En résumé, les cytokines peuvent induire une reprogrammation du phénotype chez une
sous-population de neutrophiles et en quelque sorte transformer leur statut de cellule circulante a
celui de cellule résidente, défiant les croyances usuelles concernant les fonctions du neutrophile.
Ce phénotype peut étre associé a différents types de réponses immunitaires, plus ou moins
bénéfique pour I’'hote. Dans notre étude, I'lL-4 a induit un phénotype distinctif chez le neutrophile
équin. Il sera intéressant de connaitre I'effet de I'lL-4, combinée ou non a d’autres cytokines
exprimées au site de l'inflammation dans le souffle, sur le phénotype des neutrophiles équins
stimulés plus longuement. Une comparaison subséquente de ce profil avec celui de neutrophiles
récupérés au site de l'inflammation chez les chevaux sains et atteints du souffle permettra de
mieux comprendre les causes et les mécanismes de l'inflammation chronique chez les chevaux
susceptibles. La perspective selon laquelle le neutrophile puisse jouer un réle centrale lors de Ia
réponse inflammatoire associée au souffle, comme c’est le cas dans le modeéle d’infection chez la
souris beige SCID [468], ou alors dans la réponse acquise via I'expression de molécules de co-
stimulation et de présentation de I'antigene, est envisageable. Il est a noter qu’une étude récente
effectuée dans notre laboratoire a démontré que le gene du CD294 (DP,) est surrégulé dans les
tissus pulmonaires périphériques des chevaux atteints du souffle symptomatiques [472]. Ce

récepteur est associé a |'activation alternative des macrophages et est aussi exprimé par les
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neutrophiles « transdifférentiés » chez les patients atteints de fibrose cystique ([128], citée
précédemment).  Egalement, 'expression du CCL5, une des chimiokines exprimées par les
neutrophiles de phénotype N2, décrits dans I’étude de Fridlender et collegues chez la souris [469],

fait parti des genes associés a |I'exacerbation clinique du souffle dans cette étude.
Les neutrophiles et leur expression de I'arginase dans la réponse allergique

L'arginase est un marqueur de l'activation alternative des macrophages [473] et des
neutrophiles murins [296, 469]. L'IL-4 et I'IL-13 permettent d’induire ce phénotype in vitro dans les
deux populations cellulaires. L’activation alternative des macrophages a été typiquement associée
aux infections parasitaires et a la réponse allergique chez les modeéles expérimentaux (Tableau VI).
Ces cellules sont aussi présentes dans d’autres contextes d’inflammation chronique incluant les
cancers [469] et certaines infections [468]. L'activité de l'arginase et ses produits dérivés
pourraient étre impliqués dans certains des événements majeurs associés a la réponse allergique
incluant la contraction du muscle lisse bronchique (diminution de la production de NO), la

prolifération des cellules structurelles (polyamines) et la fibrose (L-proline).

Chez 'homme, I'arginase 1 est exprimé constitutivement par les neutrophiles et ne subit pas
de régulation par les cytokines de type Th2 [296]. De plus, les macrophages humains stimulés avec
I'lL-4 ou I'lL-13 n’expriment pas I'arginase 1 [297]. Ces observations sont contraires a celles
obtenues chez la souris. L'expression d’arginase 1 par les neutrophiles humains a été associée a
plusieurs conditions ou I'inflammation chronique des tissus étaient observées (cancers, infections,
ulceres, cicatrisation, arthrite rhumatoide). L'expression d’arginase par les neutrophiles n’a
toutefois pas encore été associée a la pathophysiologie de I'asthme chez I’'homme, malgré le fait

gue I’enzyme soit surrégulée au niveau périphérique et local chez les patients atteints.

Compte tenu du changement phénotypique observé chez le neutrophile équin stimulé avec
I'IL-4, nous avons émis I’"hypothése que I'arginase puisse constituer un marqueur de son activation
« alternative ». L'expression d’arginase 1 par le neutrophile équin pourrait constituer un lien entre
la neutrophilie des voies respiratoires, I'expression de cytokines de type Th2 et les changements
physiopathologiques associés au souffle. Nous avons postulé que le cheval pourrait représenter un
modele approprié pour I'étude de la contribution de I'arginase dans la pathogénie de I'asthme

advenant que son expression et sa régulation soit similaire entre les deux especes.
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Tableau VI. Phénotype et caractéristiques des macrophages activés

CAMd
Eléments déclencheurs

INFy avec le TNF ou INFB avec
agonistes des TLRs

Sources : cellules NK (stress ou
infection) et/ou Th1,

GM-CSF [71]

AAM¢

IL-4, IL-13
Sources : basophiles,
macrophages [474], mastocytes,

neutrophiles [468, 475, 476]
et/ou Th2,

M-CSF

Chitine des champignons et
parasites

Produits, récepteurs et métabolisme

Activation de I'IRF5 [71]
iNOS

Radicaux libres (NO'-, O,™-)
™ cytokines
inflammatoires (NF-kB) :
IL-6 et IL-23

TNF, IL-12, CCL3, CCL22, RANTES
[71]

CD80, CD86, CMHII

CD40, CD1a, CCR7 [71]

pro-
IL-1B,

Fonctions immunitaires
Activité
tumorales,
I’antigene

microbicide, anti-
présentation de

Pathologies associées

Maladies autoimmunes: ex.
arthrite rhumatoide, maladies
inflammatoires chroniques
intestinales

Activation de C/EBPP et IRF4 [71]
IL-10, IGF-1, CCL2, CCL13, M-
CSFR and MSR1 [71]

Arginase 1 et produits
dérivés (polyamines, proline),

Chitinase-like proteins ~ (Ym-1)°,
Fizz1°, IL-4Ra’

Résistines (RELMa)

Composants de la matrice

extracellulaire
CD206, CD163, CLEC10A [71]

Elimination des helminthes et
nématodes

Dépot de matrice extracellulaire
Pauvre activité de présentation
de I'antigéne

Inhibition de la prolifération des
lymphocytes

Schistosomiase chronique,
asthme expérimentale

RegM¢o

Glucocorticoides (axe HPA)
Phase tardive de la réponse
immunitaire

TLRs + complexes immuns
Activation des RCPG
Prostaglandines, cellules
apoptotiques, IL-10, adénosine,
dopamine, histamine,
shingosine-1-phosphate, siglec-9

TGFB

CD80, CD86, CMHII
Activation de ERK
ratio IL-10/1L-12 ™D
SPHK1

Freine la réponse inflammatoire

Phagocytose des cellules
apoptotiques,
Associés aux tumeurs

(immunosurveillance)
Présentation de I'antigene

Croissance et propagation des
pathogenes intracellulaires (ex.
tripanosomes, Leishmania spp.,
Bacillus anthracis)

Progression des néoplasmes

CAM@ : classically activated macrophages, AAM@ : alternatively activated macrophages, Reg® : regulatory

a
macrophages. ° chez

la souris seulement [297]. CD206, mannose receptor type C1, MRC1; CD163,

Hemoglobin Scavenger Receptor; CLEC10A, human macrophage galactose-type C-type lectin; M-CSFR,
macrophage colony stimulating factor receptor; MSR1, Macrophage scavenger receptor 1, CD204; IGF-1,
Insulin growth factor-1; SPHK1, sphingosine kinase 1; Modifié de I’article [66].
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Nos résultats suggérent que des différences inter-espéeces existent quant a I’expression des
isoformes de I’arginase par les neutrophiles humains, murins et équins (Article #4). En effet, nous
n’avons trouvé aucune trace d’expression génique ou protéique de I'arginase 1 dans des extraits
provenant de neutrophiles périphériques ou pulmonaires de chevaux sains ou atteints de souffle,
ni dans les cellules isolées de la moelle osseuse (résultats non montrés). L'IL-4 utilisée pour
stimuler les neutrophiles sanguins jusqu’a 18h s’est avérée inapte a induire chez eux I'expression
d’ARNm de I'arginase 1. A 'opposé, I'arginase 2 était constitutivement détectée au niveau génique
et protéique dans les neutrophiles équins. Ces résultats montrent que les neutrophiles équins

différent a la fois des neutrophiles de souris et d’humain (Tableau VII).

Tableau VII. Comparaison inter-espéce de I'expression des isoformes de l|'arginase par les
neutrophiles

Homme Souris Cheval

Arginase 1
ARNmM + : précurseurs myéloides + : Induit par IL-4/1L-13 -

- : neutrophiles matures
Protéine + : constitutive, neutrophiles + : Induit par IL-4/IL-13 -

matures
Arginase 2
ARNmM - : neutrophiles matures Possible [478] + : neutrophiles matures

+ : neutrophiles du SF de
patients arthritiques [477]
Protéine — : neutrophiles matures ? +: neutrophiles matures
+ : neutrophiles présents dans
les cicatrices cutanées [304]

—:non-exprimé. + : exprimé. ?: aucune donnée répertoriée.

Nous avons discuté précédemment du fait que le phénotype des neutrophiles induit par I'IL-
4 chez le cheval ne correspondait pas en tous points aux effets de I'lL-4 sur les neutrophiles
humains (ex. expression du CD23). Il est possible, compte tenu de ces apparentes différences
inter-espéce, que d’autres cytokines puissent induire I’expression d’arginase 1 par les neutrophiles
équins (ex. GM-CSF, IL-13, TNF, TGFB, ensemble ou indépendamment), ou alors que des temps
d’incubation plus longs soient requis pour finaliser leur « transdifférentiation » in vitro avec I'IL-4

(en référence a I'étude de Chakravarti [470]).
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Nous avons utilisé un test d’activité enzymatique pour confirmer la fonctionnalité de
I'isoforme 2 de I'arginase exprimée par les neutrophiles équins. La faible activité détectée par
rapport a celle obtenue pour les neutrophiles humains (approx. 60 versus 750 U/g de protéines)
s’est tout de méme avérée spécifiquement inhibée par la nor-NOHA. Cette différence d’activité
pourrait s’expliquer simplement par le fait que la concentration des isoformes 1 de I'arginase
présentes dans le neutrophile humain soit supérieure a celle des isoformes 2 chez le neutrophile
équin. Alternativement, les différences relatives aux propriétés physico-chimiques des deux
isoformes et de leurs sous-unités pourraient faire en sorte d’affecter leur potentiel enzymatique
dans les conditions du test suggérées par le fabricant [479]. Celles-ci peuvent varier également en

fonction des espéces [480].

Le role biologique de I'arginase 2 et ses mécanismes de régulation sont certes moins bien
décrits que ceux l'arginase 1, plus particulierement en ce qui concerne les neutrophiles. Les
informations dérivant des études faites chez ’homme, la souris et le rat suggérent une certaine
similarité entre les deux isoformes quant a leurs produits métaboliques et leurs effets globaux.
Chez I'homme, les deux isoenzymes sont homologues a 100% au niveau de la séquence qui code la
portion responsable de leur activité enzymatique [481]. Les séquences de I'arginase 2 chez le
cheval, la souris et le rat sont homologues a 91%, 88,7% et 86.7% a la séquence humaine,
respectivement (NCBI UniGene # Eca.3103, Mm.3506 et Rn.11055). Ainsi, lorsque des cellules
endothéliales sont transfectées pour surexprimer I'arginase 1 ou 2, on observe que, malgré une
activité enzymatique inférieure détectée chez les cellules transfectées avec le géne de I'arginase 2
(25% de I'arginase 1), I'effet des deux isoformes sur l'inhibition de la synthése de NO et sur la
production de polyamines (putrescine et spermidine) est le méme. Les cellules surexprimant
I'arginase 2 consomment également plus d’arginine (33%) et synthétisent plus de proline (40%) et
de glutamate (68%) par rapport aux cellules non-transfectées mais de maniére inférieures a celles
qui expriment l'arginase 1 (efficacité par rapport a l'arginase 1 exprimée en %)[482]. La
prolifération des cellules endothéliales est augmentée de maniere équivalente par I'arginase 1 et 2
[483]. Les cellules qui n’expriment que I'arginase 2 au niveau mitochondrial semblent utiliser un
pool intracellulaire de L-arginine pour réguler la production de NO, contrairement a l'arginase 1
cytosolique qui utilise la L-arginine extracellulaire et ses transporteurs (CAT-1) [484]. Des rbles

comparables de l'arginase 1 et 2 on été rapportés quant a 1) la régulation de la contraction de
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I'endometre et des niveaux de GMPc et d’endothéline-1, aussi impliqués dans la contraction du
muscle, chez le rat [485]; 2) la régulation de la synthese de NO par les macrophages humain et
murin [477, 486] et 3) la cicatrisation normale de la peau [304]. Enfin, I'arginase 2 est responsable
de la dysfonction érectile chez les patients atteints de diabete de type | [487]. Les taux élevés
d’arginase 1 dans le sang des patients asthmatiques [264, 265] pourrait similairement contribuer a

causer cette méme condition, récemment associée a I'asthme [488].

Une étude récente effectuée sur des fibroblastes et macrophages pulmonaires de rat et
d’humain questionne la prémisse d'une activité biologique similaire des deux isoformes de
I'arginase chez les différentes espéces animales. Warnken et ses collegues ont démontré que les
fibroblastes et les macrophages humains expriment majoritairement |’arginase 2, contrairement
aux mémes types cellulaires de rat dont I'arginase 1 était I'isoenzyme principale [489]. L’activité
enzymatique détectée était supérieure chez le rat, malgré une quantité de collagéne synthétisée
égale (fibroblastes). La nor-NOHA et le BEC, deux inhibiteurs de I'arginase, avait peu d’effet sur la
synthése de collagene chez ’homme, mais s’avérait efficace chez le rat. Ces auteurs suggerent
gu’une voie alternative, celle de la L-glutamine, soit responsable de générer la L-proline et la

synthése de collagéne chez I'homme.

Globalement, ces observations suggerent que le neutrophile équin exprimant I'isoforme 2
de I'arginase pourrait réguler la production de NO, de polyamines et de L-proline, en agissant
respectivement sur la contraction du muscle lisse, la prolifération cellulaire et la synthese de
collagéne. La détection de I’expression des enzymes ornithine aminotransférase (OAT) et
ornithine décarboxylase (ODC) par le neutrophile équin supporte d’ailleurs cette hypothese. Il
reste a déterminer si des différences significatives existent dans la fonction des isoformes de
I'arginase chez le cheval et I'impact concret de I'expression d’arginase 2 sur I'environnement du
neutrophile équin. Néanmoins, le modeéle équin d’asthme, comme celui du rat [490], de la souris
[262, 263, 491-495] et du cobaye [294, 295, 496], suggére que la surrégulation des arginases soit
associée a la pathologie des maladies respiratoires. L'augmentation de I'expression d’arginase 2
dans les poumons périphériques des chevaux atteints du souffle aprés une provocation
antigénique et la fréquence plus élevée de I'expression d’arginase 1 au niveau génique semblent
étre associés a une activité enzymatique éminente de cette enzyme chez les chevaux malades par

rapport aux controles. Plusieurs questions subsistent quant a la source et a lI'importance de
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I’expression des arginases dans le souffle. Par exemple, est-ce que I'arginase 2 est un marqueur
du recrutement des leucocytes qui expriment principalement cet isoforme? Des corrélations
effectuées entre les pourcentages de neutrophiles et I'expression d’arginase 2 dans le poumon
périphérique suggerent que non (résultats non-montrés). L'effet de I’'environnement, riche en
endotoxines, et des cytokines exprimées au site de l'inflammation reste également a étre

démontré.
Le lien entre la réponse innée et acquise dans le souffle

L'asthme est une condition pathologique regroupant plusieurs endotypes cliniques définis
par des mécanismes moléculaires et des réponses aux traitements spécifiques [208]. Le souffle
chez le cheval est probablement plus homogéne comme pathologie puisque, tel que défini, il
s’associe a un seul type d’inflammation (neutrophilique) et a une réponse aux traitements
relativement uniforme. La liste croissante des points communs entre les deux pathologies suggére
que I'étude du souffle peut s’avérer utile a la compréhension des mécanismes sous-jacents a
certains endotypes asthmatiques, et inversement. Par I'entremise de I'étude du neutrophile en
tant que cellule effectrice de I'inflammation chronique, les résultats des recherches effectuées
dans ce projet de these montrent I'interconnexion vraisemblable entre des branches immunitaires

innée et acquise dans la pathogénie du souffle.

Les études découlant de I’énonciation de I'hypothése de I’hygiéne suggérent qu’un défaut
de la maturation du systeme immunitaire inné soit responsable de la sensibilisation allergique
chez certains individus. Une telle hypothese est a considérer également pour le cheval atteint du
souffle, maladie associée a la domestication des chevaux et donc au changement d’alimentation,
d’environnement ainsi qu’a l'utilisation de vermifuges et de vaccins réduisant le risque d’infections
[497]. Nos résultats suggérent qu’un défaut de la réponse innée est également associé au souffle,
mais il reste a déterminer si ce défaut est 1) une caractéristique intrinseque aux animaux
susceptibles, soit génétique ou représentative d’'un défaut de maturation du systéme immunitaire;
ou 2) la conséquence de I'inflammation chronique systémique présente chez les animaux malades.
Dans tous les cas, le neutrophile recruté en réponse a une offensive tissulaire a le potentiel de
favoriser la sensibilisation allergique par la production de produits signalant le « danger » et

influencant la maturation des cellules dendritiques pulmonaires ayant capturé un antigene.
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La production de cytokines de type Th2 est associée au souffle et nous pouvons aujourd’hui
postuler que ces cytokines influencent le phénotype des neutrophiles et leur production de
chimiokines favorisant I'inflammation neutrophilique. Les cytokines de type Th2 peuvent étre
produites lors d’'une réponse immunitaire indépendante des cellules T (donc innée) et ce genre de
réponse a été proposé récemment comme mécanisme sous-jacent a une proportion considérable
d’endotypes d’asthme (Figure 27) [208]. L’ « inflammation de type Th2 » est associée de maniére
générale a linflammation chronique des tissus et expliquerait l'activation alternative des
neutrophiles et macrophages associée a plusieurs pathologies. Il convient de rappeler que la
réponse de type Th2 est le résultat d’'une évolution du génome pour combattre les infections
parasitaires et donc se veut combattive sans causer de dommages collatéraux aux tissus infectés

[417].

AdaptiveTh2
immunity

Iild disease

Steroid sensitivity

Severe

(1) Auto-innate, Md, and DAMPs
(2) T-cell independent Th2-like

Figure 27. Diagramme représentant I'importance inattendue de I'immunité innée et de la
réponse de type Th2 indépendante des cellules T comme mécanismes impliqués dans
I'asthme.

Tiré de Anderson et al, 2008 [208]

Cette perspective élargit encore davantage le spectre des actions potentielles du
neutrophile dans la réponse asthmatique: il pourrait 1) constituer une source de cytokines de type

Th2, en particulier d’IL-4 [468, 475, 476] et biaiser la réponse inflammatoire en ce sens; 2) épouser
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un phénotype relatif aux cellules présentatrices de I'antigene et contribuer a [I'activation
spécifique de lymphocytes et ce, au-dela du site de I'inflammation (revu dans [498]); 3) adopter un
phénotype « N2 » et diriger la réponse inflammatoire par son expression de multiples cytokines,
chimiokines et autres produits aux propriétés immunomodulatricess. De cette facon, le
neutrophile pourrait participer a l'initiation et a la perpétuation de la réponse inflammatoire
chronique. Par contre il peut aussi agir de maniére a freiner I'inflammation excessive, puisqu’il a
été identifié comme une des « cellules myéloides suppressives » effectuant I'immunosurveillance
associée a l'inflammation chronique des tissus [300, 303, 308, 309]. Il sera donc primordial de
définir les fonctions pro- et anti-inflammatoires du neutrophiles dans le contexte

« inflammallergique » du souffle et de I'asthme (Figure 28).
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Circulation sanguine

Figure 28. Le souffle comme modele naturel d’asthme neutrophilique : une maladie « inflammallergique ».

Les neutrophiles expriment les récepteurs de I'immunité innée TLR4 et FPR liant les produits dérivés de
bactéries LPS et peptides formylés, respectivement. Ces produits sont présents en concentration
considérable dans I’environnement qui déclenche les symptémes du souffle chez les chevaux susceptibles.
Les neutrophiles périphériques des chevaux atteints de cette maladie, de méme que leur leucocytes
mononucléaires, présentent ex vivo une augmentation de I'expression des cytokines pro-inflammatoires IL-
1B, IL-8 et TNF exagérée en réponse a ces agonistes. Ces cytokines pro-inflammatoires pourraient
contribuer au recrutement, a |'activation et a la survie des neutrophiles dans les voies respiratoires des
chevaux atteints de souffle si un phénomene similaire s’observait au niveau pulmonaire. Le TNF sérique,
présent en concentration élevée chez ces chevaux, pourrait conditionner les leucocytes périphériques a
répondre fortement aux agonistes des récepteurs de I'immunité innée. L'IL-4, une cytokine de type Th2
exprimée par les lymphocytes présents au site de I'inflammation et associée a la réponse allergique, active
également les neutrophiles équins. Elle induit un profil d’activation caractérisé par I'activation de facteur
de transcription (phospho-STAT6) et I'expression de récepteurs (IL-4Ra, CD23) et de cytokines pro-
inflammatoires (IL-8, TNF) qui permettraient aux neutrophiles de participer a la réponse aux allergénes
(immunité acquise) a titre de modulateur de I'inflammation neutrophilique et de IgE-dépendante. Enfin,
I'expression d’une isoforme fonctionnelle de I'arginase (arginase 2) par les neutrophiles équins suggere que
ces granulocytes peuvent contribuer au phénotype asthmatique via le métabolisme de la L-arginine.
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Conclusions générales et Perspectives
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Conclusions Générales
Nos résultats suggerent que :

¢ Laréponse innée des leucocytes sanguins des chevaux atteints du souffle est altérée : les
neutrophiles et les mononucléaires expriment plus I'lL-1B, d’IL-8 et/ou de TNF en réponse
a des produits dérivés de bactéries (LPS et fMLP). La surexpression de TNF par les

neutrophiles pourrait favoriser le délai de leur apoptose spontanée.

¢ L'exacerbation clinique du souffle est associée a une inflammation systémique
caractérisée par des concentrations élevées de TNF sérique qui perdure en dépit du retrait

de la stimulation antigénique chez ces chevaux.

¢ Les neutrophiles équins sont activés en réponse a I'lL-4, une cytokine de type Th2 centrale
dans la réponse allergique. Cette interaction induit un phénotype d’activation distinct chez
les neutrophiles qui est caractérisé par I'expression accrue de cytokines pro-
inflammatoires (IL-8 et TNF) et de récepteurs impliqués dans la réponse allergique (IL-4Ra

et CD23), combinée a la répression de I'expression d’IL-1.

¢ L’IL-4 stimule chez les neutrophiles équins la sécrétion de chimiokines pouvant favoriser le
recrutement de neutrophiles, suggérant un réle de I'lL-4 dans la neutrophilie pulmonaire

associée au souffle.

¢ Chez le cheval, I'arginase 1 n’est pas un marqueur de l|'activation alternative des
neutrophiles induite par I'lL-4, contrairement aux neutrophiles murins. De plus, en
contraste avec le neutrophile humain qui exprime constitutivement l'arginase 1, le

neutrophile équin exprime uniquement I'isoforme 2 de I'arginase.

¢ L'expression des arginase 1 et 2 est associée au souffle et a son exacerbation clinique,

suggérant un réle de ces enzymes dans cette pathologie.
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Perspectives :

to Déterminer si des différences au niveau de I'expression des récepteurs associés a la réponse
immunitaire innée sont responsables de la réponse inflammatoire excessive par les

neutrophiles et les mononucléaires chez les chevaux atteints du souffle.

o Evaluer séparément le role du LPS et du fMLP sur la réponse inflammatoires des leucocytes
isolés de chevaux atteints du souffle et contrdles, avec une attention particuliére aux voies de

signalisation impliquées dans cette réponse (ex. activation du NF-kB).

to Distinguer I'effet de I'inflammation systémique et d’un défaut intrinséque de la réponse innée

chez les chevaux atteints du souffle

to Identifier le phénotype des neutrophiles pulmonaires chez les chevaux atteints du souffle et

évaluer I'implication des cytokines de type Th2 dans ce phénotype.

to Déterminer ex vivo le potentiel immunomodulateur du neutrophile équin en termes de
production de cytokines, chimiokines et molécules susceptibles d’influencer la réponse
immunitaire innée et acquise. Evaluer I'expression de ces facteurs au site de I'inflammation

dans le souffle.

to Evaluer I'effet de I'arginase 2 exprimée par les neutrophiles équins sur la contraction du
muscle lisse, la prolifération des cellules structurelles et leur synthese de collagéne et

d’agonistes tels que le LPS sur ces processus.

to Déterminer les aspects néfastes et bénéfiques, s’il y a lieu, de I'inflammation neutrophilique
dans le souffle afin d’identifier les points de contréles de l'inflammation et les cibles

d’éventuelles thérapeutiques.
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Lexique

Conditionnement : mise en condition ou sensibilisation d’une cellule a étre activée par
un agoniste qui aurait autrement un effet moindre ou nul chez une cellule non-

conditionnée (au repos).

Cytochalasine B : Mycotoxine qui inhibe la formation des microfilaments d’actine, inhibe
I'ingestion de particules et augmente la relache des enzymes dans le milieu

extracellulaire en présence d’un agoniste. [499, 500]

Interaction homophile : intéraction entre deux molécules identiques exprimées par des
types cellulaires différents. Par exemple, l'intéraction homophile des PECAM-1
exprimées par les neutrophiles et les cellules endothéliales dans le processus de

transmigration.

Interaction hétérophile : intéraction entre deux molécules différentes, par opposition

aux interactions homophiles.

Microréseaux : Traduction de microarray selon TermiumPlus. Un microréseau a base

d'ADN permet I'analyse en parallele de plusieurs genes sur un seul dispositif.

Zymosan : Glucane extraite de la paroi cellulaire des levures.



Annexe 1

Table de nomenclature des chimiokines et de leurs récepteurs

CC chemokines

Name Gene Other name(s) Receptor Uniprot

CCL1 Scyal 1-309, TCA-3 CCRS8

CCL2 Scya2 MCP-1 CCR2 P13500

CCL3 Scya3 MIP-1a CCR1 P10147

cCcL4 Scya4d MIP-1R CCR1, CCR5 P13236

CCL5 Scya5 RANTES CCR5 P13501

CCL6 Scyab C10, MRP-2 CCR1 P27784

CcCL7 Scya7 MARC, MCP-3 CCR2 P80098

CCLS8 Scya8 MCP-2 CCR1, CCR2B, P80075

CCR5

CccL9/ccL10 Scya9 MRP-2, CCF18, MIP-1? CCR1 P51670

CCL11 Scyall Eotaxin CCR2, CCR3,CCR5 P51671

CCL12 Scyal2 MCP-5 Q62401

CcCL13 Scyal3 MCP-4, NCC-1, CkR10  CCR2, CCR3, CCR5 Q99616

CCL14 Scyald HCC-1, MCIF, CkR1, CCR1 Q16627
NCC-2, CCL

CCL15 Scyal5s Leukotactin-1, MIP-5, CCR1, CCR3 Q16663
HCC-2, NCC-3

CCL16 Scyal6 LEC, NCC-4, LMC, CCR1,CCR2, 015467
CkR12 CCR5, CCRS8

CCL17 Scyal7 TARC, dendrokine, CCR4 Q92583
ABCD-2

CCL18 Scyal8 PARC, DC-CK1, AMAC- P55774
1, CkR7, MIP-4

CCL19 Scyal9 ELC, Exodus-3, CkR11 CCR7 Q99731

CCL20 Scya20 LARC, Exodus-1, CkRR4 CCR6 P78556

CCL21 Scya2l SLC, 6Ckine, Exodus-2, CCR7 000585
CkR9, TCA-4

CCL22 Scya22 MDC, DC/R-CK CCR4 000626

CCL23 Scya23 MPIF-1, CkR8, MIP-3, CCR1 P55773
MPIF-1

CCL24 Scya24 Eotaxin-2, MPIF-2, CCR3 000175
CkR6

CCL25 Scya25 TECK, CkR15 CCR9 015444

CCL26 Scya26 Eotaxin-3, MIP-4a, CCR3 Q9Y258
IMAC, TSC-1

CCL27 Scya27 CTACK, ILC, Eskine, CCR10 Q9Y4X3

PESKY, skinkine




CCL28 Scya28 MEC CCR3, CCR10 Q9NRJ3

CXC chemokines

Name Gene Other name(s) Receptor Uniprot

CXCL1 Scybl Gro-a, GRO1, NAP-3, CXCR2 P09341
KC

CXCL2 Scyb2 Gro-B, GRO2, MIP-2a CXCR2 P19875

CXCL3 Scyb3 Gro-?, GRO3, MIP-2R CXCR2 P19876

CXCL4 Scyb4 PF-4 CXCR3B P02776

CXCL5 Scyb5 ENA-78 CXCR2 P42830

CXCL6 Scyb6 GCP-2 CXCR1, CXCR2 P80162

CXCL7 Scyb7 NAP-2, CTAPIll, B-Ta, CXCR2 P02775
PEP

CXCL8 Scyb8 IL-8, NAP-1, MDNCF, CXCR1, CXCR2 P10145
GCP-1

CXCL9 Scyb9 MIG, CRG-10 CXCR3 Q07325

CXCL10 Scyb10 IP-10, CRG-2 CXCR3 P02778

CXCL11 Scyb11 I-TAC, B-R1, IP-9 CXCR3, CXCR7 014625

CXCL12 Scyb12 SDF-1, PBSF CXCR4, CXCR7 P48061

CXCL13 Scyb13 BCA-1, BLC CXCR5 043927

CXCL14 Scyb14 BRAK, bolekine 095715

CXCL15 Scyb15 Lungkine, WECHE Q9WVL7

CXCL16 Scyb16 SRPSOX CXCR6 Q9H2A7

CXCL17 VCC-1 DMC, VCC-1 Q6UXB2

C chemokines

Name Gene Other name(s) Receptor Uniprot

XCL1 Scycl Lymphotactin a, SCM- XCR1 P47992
1a, ATAC

XCL2 Scyc2 Lymphotactin B, SCM- XCR1 Q9oUBD3
1R

CX3C chemokines

Name Gene Other name(s) Receptor Uniprot

CX3CL1 Scyd1 Fractalkine, CX3CR1 P78423

Neurotactin, ABCD-3

Source : http://en.wikipedia.org/wiki/Chemokine



Annexe 2

Mesure de la fonction respiratoire chez le cheval

La mesure de la fonction respiratoire permet de détecter des changements
mécaniques associés a I'inflammation, la bronchoconstriction et au remodelage du tissu
pulmonaire. Les parametres évalués sont décrits en fonction des conditions de la mesure
effectuée sur un cheval (Figure 29) [10]:

La résistance pulmonaire totale (R,): mesure de I'obstruction des voies respiratoires

supérieures et /ou inférieures. L’accumulation de mucus, la bronchoconstriction ou le
remodelage des voies respiratoires et la diminution du diamétre luminal causée par
I’épaississement de la paroi des voies respiratoires. |l est a noter que la flexion de la téte
de I'animal peut provoquer des changements de R, causés par I'obstruction des voies
respiratoires supérieures.

Le débit respiratoire (V): mesure du volume d’air inspiré ou expiré par unité de temps au

volume courant (L/s). Le volume courant (V;) et la fréquence respiratoire (fz) peuvent
étre calculés entre autres & partir de la mesure du V. Celle-ci requiére I'utilisation d’un
masque facial, d’'un pneumotacographe relié a un transducteur de pressions
différentielles, qui lui est connecté au systeme d’enregistrement.

L'élastance (E;): mesure des propriétés élastiques du tissu pulmonaire et du niveau

d’obstruction des petites voies respiratoires périphériques. Inversement proportionnelle
a la compliance dynamique (Cq,n) qui correspond a la capacité du poumon a s’étirer en
fonction des changements de volumes et de la pression requise pour se faire. L’élastance
correspond donc a la variation de la pression intra-pulmonaire déterminée par la
variation correspondante du volume pulmonaire en cmH,0/L. Une augmentation de
I’élastance peut étre associée a la fibrose tissulaire, a I'cedéme pulmonaire ou a
I’obstruction diffuse des petites voies respiratoires.

La pression cesophagienne (P,): mesurée a I'aide d’un ballon cesophagien inséré au

niveau du mi-thorax, entre la pointe du cceur et le diaphragme. Ce ballon est fixé sur

I'extrémité d’un cathéter perforé, relié a un transducteur de pression et au systeme



\Y
d’enregistrement. La pression ocesophagienne mesurée ainsi estime précisément la

pression de la cavité pleurale. Celle-ci permet d'estimer la pression intrapleurale, varie
en fonction des changements de volumes du thorax et est influencée par I'obstruction
des voies respiratoires et la rigidité du tissu pulmonaire. Le changement maximal de la
pression pleurale (APymax = Ppi) est la mesure la plus simple des propriétés mécaniques
du poumon et est directement proportionnelle a R, a E;, au volume courant et a Fz. Une
augmentation du APy max N'est donc pas une mesure spécifique a une pathologie
particuliere mais lorsqu’elle est associée avec des mesures de débit respiratoire, permet
d’obtenir les valeurs de résistance pulmonaire totale. La pression transpulmonaire (Py,)
correspond a la différence entre la pression a I'ouverture des voies respiratoires et la
pression pleurale et est obtenue grace a un transducteur de pression différentielle

connecté au cathéter du ballon cesophagien et au masque du cheval.

/]
s

Ammant
Figure 29. Mesure de la fonction respiratoire chez le cheval.

Le cathéter coiffé d’un ballon cesophagien est illustré en
rouge. Le pneumotacographe est connecté au masque du
cheval et, comme le cathéter, est relié a un transducteur de
pression. L'analyse par régression linéaire multiple permet
d’obtenir les parametres de la fonction respiratoire.

Les parametres de la fonction respiratoire se réunissent dans une équation
simplifiée de la motion, analysée par la technique de régression linéaire multiple selon
laquelle:

Ptp=RL*V+EL*VT+K



Vi
K est une constante correspondant a la pression transpulmonaire a la fin de

I’expiration. Avec une assistance analytique informatisée, cette équation peut étre
résolue plusieurs fois tout au long du cycle respiratoire et de cette maniére, permettre
d’évaluer les différents paramétres a I'expiration ou a l'inspiration. Les mécaniques
respiratoires ne s’effectuent pas sous sédation des chevaux car la xylazine, un agoniste

Ve

élastance chez les chevaux atteints

des a,-adrénorécepteurs, diminue la résistance et
du souffle en crise en inhibant la relache d’acétylcholine par les nerfs cholinergiques
bronchiques [501]. D’autres méthodes d’analyse existent et peuvent affecter les valeurs
absolues obtenues et la sensibilité de détection des changements mécaniques (revus
dans [10]).

Il est a noter que cette équation s’applique au modeéle simple a un compartiment
du poumon. Celui-ci implique qu’un seul compartiment avec une composante élastique
(alvéoles) soit relié a une seule voie respiratoire offrant de la résistivité. Ce modéle
assume que les poumons sont ventilés de maniére homogene et que la pression
alvéolaire est égale a tous points dans le parenchyme pulmonaire, en tout temps. Le
modeéle a compartiments multiples prend en considération les différences de la fonction
mécanique des diverses parties du poumon [502]. La technique d’oscillation forcée, qui
applique diverses fréquences de pression sur les poumons afin d’évaluer la mécanique
pulmonaire selon le modele a compartiments multiples, ainsi que la mesure de du
volume expiratoire forcé utilisée surtout chez ’homme, ne seront pas abordées dans le

cadre de cette thése.
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Annexe 3

Cette annexe présente quelques uns des articles rédigés a titre de

co-auteur, les plus pertinents au travail présenté dans cette these
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ABSTRACT

Animal models have been developed to investigate
specific components of asthmatic airway inflamma-
tion, hyper-responsiveness or remodelling. However,
all of these aspects are rarely observed in the same
animal. Heaves is a naturally occurring disease of
horses that combines these features. It is character-
ized by stable dust-induced inflammation, broncho-
spasm and remodelling. The evaluation of horses
during well-controlled natural antigen exposure and
avoidance in experimental settings allows the study of
disease mechanisms in the asymptomatic and symp-
tomatic stages, an approach rarely feasible in
humans. Also, the disease can be followed over several
years to observe the cumulative effect of repeated epi-
sodes of clinical exacerbation or to evaluate long-term
treatment, contrasting most murine asthma models.
This model has shown complex gene and environment
interactions, the involvement of both innate and
adaptive responses to inflammation, and the contri-
bution of bronchospasm and tissue remodelling to
airway obstruction, all occurring in a natural setting.
Similarities with the human asthmatic airways are
well described and the model is currently being used
to evaluate airway remodelling and its reversibility in
ways that are not possible in people for ethical
reasons. Tools including antibodies, recombinant pro-
teins or gene arrays, as well as methods for sampling
tissues and assessing lung function in the horse are
constantly evolving to facilitate the study of this
animal model. Research perspectives that can be
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relevant to asthma include the role of neutrophils in
airway inflammation and their response to corticos-
teroids, systemic response to pulmonary inflamma-
tion, and maintaining athletic capacities with early
intervention.

Key words: animal model,
remodelling.

asthma, inflammation,

INTRODUCTION AND DEFINITION

In the past decades, much has been learned on the
pathophysiology of asthma from the study of human
patients and animal models. Gene and environment
interactions, which vary based on the type and dura-
tion of antigen exposure as well as other triggering
events, have been highlighted. Many of these complex
events are difficult to model in rodents. Equine heaves
is a spontaneous occurring asthma-like condition
affecting a domestic animal species. In this review,
we will describe the characteristic features of heaves
and highlight novel findings particularly relevant to
human asthma.

Heaves is estimated to affect approximately
10-20%" of adult horses in the northern hemisphere
and other temperate climates. Descriptions of horses
with a respiratory disease similar to what is now
known as heaves can be found as far as in ancient
Greece. In 1893, Bouley described as ‘nervous heaves’
(‘pousse’ in French lay term), a condition of horses
associated with marked breathing difficulty, but
without obvious macroscopic pathological lung
lesions.? Perhaps in the first ‘scientific report’ of the
disease, Lowel® captured the main clinical features of
the disease and recognized it as analogous to human
asthma.

Similarly to asthma, heaves is a chronic disorder of
the airways, which is characterized by variable and
recurring airflow obstruction, bronchial hyper-
responsiveness and airway inflammation. During
disease exacerbation, horses present increased respi-
ratory efforts at rest, coughing and exercise intole-
rance. Clinical signs are triggered or exacerbated by
inhalation of dust particles present in the stables,
especially those associated with hay feeding. For
these reasons, heaves is regarded as a disease of
domestication. Experimentally, stabling susceptible

Respirology (2011) 16, 1027-1046
doi: 10.1111/j.1440-1843.2011.02033.x
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horses in the presence of hay and straw, both
sources of antigen-rich organic dust, exacerbates
heaves. Pollens and various other antigens found in
high levels outdoors in the spring and summer may
also be implicated.*® The condition is then identified
as ‘summer pasture-associated obstructive pulmo-
nary disease (SPAOPD)’. Specific reference to
SPAOPD will only be made when of interest to this
review.

When stabled, heaves-susceptible horses develop
a marked and persistent airway inflammation
believed to be a consequence of aberrant innate and
adaptive immunity responses, as well as an underly-
ing genetic component. During exacerbation, the
major cause of airflow limitation is bronchospasm,
as indicated by the rapid and significant (60-70%)
improvement in lung function observed following
the administration of bronchodilators.” The relative
contribution of mucus, inflammatory cells and
airway wall remodelling to airway obstruction
during disease exacerbation and to the residual
function impairment measured in asymptomatic
horses'® remains speculative.

NOMENCLATURE IN THE
VETERINARIAN LITERATURE

Heaves and Recurrent Airway Obstruction (RAO) are
currently used indistinctly in the veterinary litera-
ture."! The terms ‘chronic obstructive pulmonary
disease’ and ‘chronic bronchitis’, mainly used in the
1980s and 1990s literature, have been discarded
because the human counterparts of these syndromes
have different causes, clinical features and patho-
physiology. Similarly, ‘equine emphysema’ isimproper
as air trapping rather than alveoli wall disruption is
responsible for the lung hyperinflation observed in
severely affected horses.'*"

While asthma describes a clinical syndrome of vari-
able severity, the condition affecting horses with
milder respiratory impairment and airway inflamma-
tion is referred to as ‘inflammatory airway disease
(IAD)’. Whereas airway neutrophilia predominates in
heaves, neutrophils, metachromatic cells and eosino-
phils may be present in increased number in broncho
alveolar lavage fluid (BALF) of horses with IAD.™
Horses with airway eosinophilia tend to be younger,
and those with neutrophilia older than controls.'
These findings are reminiscent of the heterogeneous
asthma phenotypes.*® It is currently unknown which
horses with IAD eventually progress to the severe
clinical signs observed in heaves.

AETIOLOGY AND PATHOPHYSIOLOGY
What makes a horse susceptible to heaves

It is generally estimated that 10-20% of adult horses
living in cold and temperate climates are affected by
heaves, although epidemiological reports are few.
Disease prevalence is approximately 14% (95% CI:

Respirology (2011) 16, 1027-1046
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10.7-17.4%) in horses aged 5 years or more in the
UK, as estimated using an owner-answered, vali-
dated questionnaire."'” A strong genetic determinant
has been observed in some families of horses with
chronic airway inflammation and the prevalence of
disease in offsprings born from two affected parents
can reach approximately 38-48%, while those born
from one affected parent are less at risk (approxi-
mately 6-17%)."® No breed or gender predisposition
have been identified."**

As human asthma, heaves likely results from the
interactions between multiple genes and environ-
mental factors.” Polymorphisms were identified in a
region harbouring the IL4RA locus on the equine
chromosome 13 (ECA13q13)* and were associated
with heaves in one of two high prevalence families.®
Similarly, IL4RA polymorphisms are associated with
phenotypes of asthma and atopy in humans as well
as changes in the IL-4 receptor function.?* Recent
studies have found an association between heaves
and resistance to parasitic infections in two unre-
lated high prevalence families.?>*” This association
has also been reported in allergic people.”® The
genetic determinants of allergic diseases may
therefore confer resistance to certain parasitic infec-
tions, particularly Th2-related genes (including
the IL-4Ro gene), which are directly involved in
the host defence against these pathogens.”® There
is little information on early life events that can
be linked to the development of heaves. However,
in a questionnaire-based survey of 361 owners,
Hotchkiss identified early life exposure to hay
and reported respiratory infection before the
age of 5 years as risk factors for horses with heaves.'
These findings are also reminiscent of the increased
risk of developing asthma in children who experi-
enced viral infection during their first years of
life.?

What makes a susceptible horse symptomatic

Exacerbation of heaves is clearly linked to environ-
mental dust exposure. With only a relatively small
subset of horses to develop heaves, the weight of evi-
dence suggests that the disease is the result of allergic
sensitization to airborne organic particles present in
stables. However, the exact antigens responsible for
the onset of clinical signs in susceptible animals
remain uncertain. Stable dust contain more than
50 types of moulds, mites, bacterial endotoxins and
inorganic compounds that may contribute to the
disease."! Other particles present in the horse
environment may also contribute to bronchocon-
striction, either because the airways are intrinsically
hyper-reactive in heaves or because they become
hyper-reactive when inflamed. Air pollution is
another possible contributing factor, as urbanized
environment has been associated with an increased
risk for developing heaves.! However, this could be
explained by other factors, such as increased antigen
load exposure resulting from limited pasture access in
these areas.

© 2011 The Authors
Respirology © 2011 Asian Pacific Society of Respirology



Heaves, an asthma-like disease of horses
Specific response to antigens

Inhalation of soluble mould extracts of Aspergillus
fumigatus and Faenia rectivirgula, but not extracts of
Thermoactinomyces vulgaris® or hay pollen,® leads to
airway neutrophilia and obstruction in heaves-
susceptible horses but not in healthy controls. These
observations suggest that sensitization and allergic
responses to antigens from these moulds are
involved in heaves pathogenesis. However, studies
have failed to show disease-specific skin reactivity
to barn allergens,*®! although higher frequency of
positive skin reactions is found in affected horses
compared with unaffected horses.**?* Higher
concentrations or greater frequency of detection of
antibodies (IgG and IgE) specific to A. fumigatus or
Alternaria alternate crude extracts or recombinant
antigens, respectively, were found in serum samples
of heaves-affected compared with control horses in
some,**®° but not in all studies.”**! Nevertheless, the
overlapping ranges in specific antibody concentra-
tion or skin prick test positivity between normal and
heaves-affected horses preclude their use as tools for
the diagnosis of heaves. Of note, horses were shown
to generally develop serum IgG and IgE antibodies
towards common mould antigens in a manner
that highly depends on environment, genetic back-
ground, gender and age.*** In BALE significantly
higher concentrations of specific IgE, IgG and IgA
antibodies against A.fumigatus and Micropolyspora
faeni were found in heaves-affected horses com-
pared with controls, suggesting local production
of specific antibodies in affected animals.**! This
may be comparable to a recently defined immuno-
logical process called ‘entopy, which describes a
‘local allergy in non-atopic individuals (...) which
may or may not involve locally produced IgE'*
and/or a local Th2-driven inflammation** occurring
in asthmatic patients without skin prick test posi-
tivity or serum antigen-specific IgEs (intrinsic
asthma).*®

An immediate allergic response is not typically
associated with heaves exacerbation and an early
phase (10-20 min) histamine release and broncho-
constriction response to inhaled dust does not occur
in diseased horses.” A significant histamine release
and bronchoconstriction is however reported in
healthy controls, suggesting that the early phase
response may contribute to reduce the amounts of
antigens reaching the peripheral airways and there-
fore be protective.”® Nevertheless, pulmonary mast
cells from heaves-affected horses have a greater in
vitro histamine release in response to mould extracts
(A. fumigatus, M. feani, A. tenius)*” and greater hista-
mine concentrations are detected in pulmonary epi-
thelial lining fluid from these horses compared with
controls 5 h, but not 30 min, after natural antigenic
challenge.”® In addition, tryptase* or chymase®’
mast cells are increased in the epithelium and peri-
bronchial space, respectively, of heaves-affected com-
pared with healthy horses and tryptase is higher in
BALF of diseased animals* from 1 to 5 days after
exposure to a natural antigenic challenge. Taken
together, these observations suggest that a typical

© 2011 The Authors
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Type I hypersensitivity response characterized by
both early and late phase responses does not define
heaves pathology. Rather, a specific IgE/mast cells-
mediated late phase inflammation and bronchocon-
striction possibly contributes to the disease, although
the role of IgE in the pathogenesis of heaves remains
controversial.’! The delayed neutrophilic inflamma-
tion following dust inhalation is reminiscent of the
type III hypersensitivity observed in allergic pneu-
monitis (farmer’s lung disease). However, alveolar
inflammation and granuloma formation combined
with fever are not features of heaves pathology in con-
trast to allergic pneumonitis.®> Furthermore, preci-
pitins that are used as markers of this disease are not
specifically found in the serum or lungs of horses with
heaves.*

T cell-derived cytokines associated with heaves
(Th1/Th2/Th17)

The cytokine profile associated with heaves exacerba-
tion has been broadly investigated. In agreement with
the hypothesis that a local allergy-like response is
involved in heaves pathology, a higher frequency of
lymphocytes expressing Th2-type cytokines (IL-4,
IL-5) and a decreased expression of a Th1-type cytok-
ine (INFy) was found in BALF of affected horses using
in situ hybridization.***® Also, in another study INFy
was found to be decreased in BALF CD4+ lympho-
cytes.® Using a model of ovalbumin-sensitized and
challenged ponies, Bowles and colleagues showed the
concomitant development of airway neutrophilia
with an increased expression of Th2-type cytokine
mRNAs in BALF cells (IL-4, IL-5, IL-13) from
ovalbumin-sensitized compared with unsensitized
controls, supporting a contribution of these cytokines
in driving airway neutrophilia.”” Contrasting results
were found by other teams using PCR on total BALF
cells, who found predominant expression of INFy
alone®®** or combined with Th2 cytokines (IL-4 or
IL-13),%%%" during the exacerbation phase of the
disease. Total TGF-B; concentration is not changed in
BALF from symptomatic heaves-affected horses
although the distinction between active and inactive
TGF-B: was not investigated.®” Finally, increased
IL-17A expression in BALF cells from heaves-affected
horses during exacerbation has been reported.***

Several factors may contribute to these conflicting
findings. The genetic background of the host could
influence its immune response, as is the nature and
duration (acute vs chronic) of the natural antigenic
exposure. Indeed in asthma, Thl, Th2 and Thl7
responses have been reported with different exacer-
bation triggering factors (virus, allergens) or
severity,® % and lymphocytes producing a mixed Th2/
Th17 cytokine profile have been recently identified in
asthmatic patients.® Nevertheless, the local produc-
tion of specific antibodies and the response of
affected horses to inhalation challenge with specific
allergens suggest that lymphocyte-driven (adaptive)
immune response to allergens is involved in heaves
pathophysiology.

Respirology (2011) 16, 1027-1046
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Innate immune responses: contribution of
non-specific factors

Inhalable endotoxin levels in conventional stables
(hay and straw regiment, poorly ventilated) where
susceptible horses develop heaves symptoms are
8-15 times higher than in low dust stables (well ven-
tilated, hay pellets and shavings) or pasture where
reversal of airway obstruction and inflammation
is reached.”™ These respirable endotoxin levels
(1.7 mg/m® are comparable to those found in
certain house dust,”” and cotton™ or grain indus-
tries™ linked to chronic airway diseases in humans.
Healthy humans develop lung dysfunction following
inhalation of 80ug of endotoxin,” whereas the
threshold response was found to be lower in asth-
matics patients (20 ug). Similarly, it was shown that
doses 10 times lower of endotoxin were sufficient
enough to induce airway neutrophilia in horses with
heaves compared with controls (20 vs 200 pg), and
that only affected horses develop lung dysfunction
with endotoxin inhalation alone.”® The concentra-
tions necessary to induce airflow limitation are
however considerably greater than those found in
stable dust, suggesting that it is not the main driving
factor in heaves exacerbation. Synergistic interac-
tions between allergens and non-specific agents may
nonetheless be involved as endotoxin depletion
experiments showed that it contributed significantly
to airway neutrophilia and lung dysfunction in
response to either hay dust suspension (HDS) or
A. fumigatus extracts inhalation.””” As expected with
a strong response to endotoxin, NF-kB activity is

M Leclere et al.

higher in the airways and BALF cells of horses with
heaves.”® It was hypothesized that activated leuko-
cytes secreting pro-inflammatory cytokines have an
autocrine and paracrine effect on NF-kB activation
and sustain inflammation of the airways. In addi-
tion, TLR4 gene expression was found to be
increased in BALF cells of heaves-affected horses
during organic-dust exposure,* and polymorphisms
in TLR4 sequence has been reported in horses.”
These observations suggest that innate mechanisms
also contribute to heaves pathophysiology. Other
agents present in stable dust (B-glucans, mites,
moulds spores, noxious gas)**® could also enhance
immune responses in susceptible horses.

LUNG FUNCTION

Means of quantifying respiratory dysfunction
in heaves-affected horses

Airway obstruction and its consequences on gas
exchange can be measured by different methods in
horses. Due to their quiet demeanour, most tech-
niques can be performed on conscious, standing
animals, and on multiple occasions, without gene-
rating stress artefacts. Conventional lung function
measurement with the use of an esophageal catheter
and a pneumotachograph (Fig. 1a) reveals increased
pulmonary resistance and decreased dynamic com-
pliance during exacerbation of heaves.®* The
former is caused mainly by bronchospasm, as shown

Figure 1

(a) Conventional lung function testing in an unsedated heaves-affected horse. The esophageal catheter (white

arrow) is placed through one nostril (on the right here), down to the caudal thoracic esophagus and connected to a
pressure transducer (white arrowhead). A low resistance mask is placed over the horse’s nose and flow rates are
obtained from a heated pneumotachograph (black arrow) and an associated differential pressure transducer (black
arrowhead). Signals are passed through a digital/analog converter to a computer equipped with a data acquisition and
analysis software. Note that horses are obligate nasal breathers. (b) BAL performed on a standing, sedated horse with
heaves.

© 2011 The Authors
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by a rapid decline in resistance after bronchodilator
administration;  resistance values commonly
decrease by 60-70%"° but remain above those
observed on pasture or of healthy controls, sugges-
ting residual airway obstruction by mucus and
inflammatory cells, and possibly airway wall remo-
delling.*” The decrease in dynamic compliance is less
consistently responsive to bronchodilator adminis-
tration, possibly because of peripheral airways
obstruction, uneven distribution of ventilation and
parenchymal remodelling.”® Abnormal ventilation
distribution has been shown by nitrogen washout,*
helium-dilution measurements,?® radiolabelled aero-
solized technetium® and, indirectly, by volumetric
capnography.® Ventilation/perfusion (V/Q) mis-
match has also been shown to be most important
during episodes of clinical exacerbation and to
improve without disappearing following treat-
ment.””* Peak expiratory (mostly) and inspiratory
flow,***® the work of breathing,***” and the variation
in pleural pressure during tidal breathing increase
markedly, which give rise to the marked costal excur-
sion and prolonged abdominal contraction observed
clinically.” Typically, tidal volume is maintained and
minute ventilation increases due to a rise in respira-
tory rate.” Figure 2 illustrates the changes in resis-
tance before and after natural antigenic exposure,
and following the administration of corticosteroids
and a bronchodilator.

Standard respiratory mechanic measurements
have proven very useful in discriminating between
heaves-affected and healthy controls during stabling
and in assessing response to therapy. However,
despite evidence of persistent mild respiratory dys-
function (AaDO2, V/Q mismatch,” lack of normal
biphasic inspiration and expiration®) during clinical
remission, pulmonary resistance and dynamic com-
pliance, values are often similar to those of healthy
subjects.!’ By imposing external forces to the respi-
ratory system over a wide range of frequencies,
forced oscillation techniques, at least in theory, can
detect more subtle function impairment and help to
localize the site of the anomaly (large airways,
peripheral airways, parenchyma). In horses, forced
oscillation techniques are less invasive than stan-
dard respiratory mechanics,” they correlate well
with conventional lung function measurement
during histamine bronchoprovocation,'®'" and
they can detect subclinical airway obstruction in
heaves and IAD.'>'® Whole body plethysmography
is another non-invasive technique that has been
used to evaluate function and response to therapy,'™
but inherent technical difficulties have limited its
use. Volumetric capnography and inductance
plethysmography portability may prove helpful
for the assessment of airway function in field
studies.”"'%

Forced expiration technique is not widely used in
horses, as it requires heavy sedation, nasotracheal
intubation, mechanical ventilation and the applica-
tion of a vacuum. However, it detects early onset of
pulmonary dysfunction in heaves,'**'*” and persistent
airway limitation during clinical remission, even after
years of strict environmental control."
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Non-specific airway hyper-responsiveness

Airway hyper-responsiveness (AHR) to non-specific
agonists is also present in heaves and is increased
when affected horses are exposed to organic
dust,'®'"!" even before changes in baseline lung
function and clinical signs can be observed.''> While
many have shown that AHR subsides when horses are
on pasture,®'%!'>1* some have found that AHR can
persists in asymptomatic horses with no exposure to
hay."”! This non-specific hyper-responsiveness could
reflect persisting inflammation,'® airway wall remo-
delling, intrinsic smooth muscle sensitivity/reactivity,
or autonomic dysfunction.

Gas exchange, ventilation/perfusion and
epithelium integrity

Arterial hypoxemia, prolonged nitrogen washout,
dead space ventilation and ventilation of high V/Q
regions are present in heaves. Arterial blood gas is
easily collected in horses and oxygen tension is
decreased during exacerbation, however the degree of
hypoxemia is poorly correlated with pulmonary
mechanics.''® Prolonged nitrogen washout is consis-
tent with the severity of histological lung changes,?*"”
and bronchiolar epithelial hyperplasia is observed in
regions with high V/Q and dead space ventilation.”
Ventilation/perfusion heterogeneity improves but
persists with treatment.” Ventilation/perfusion mis-
match and alveolar hypoxia can lead to increased pul-
monary vascular resistance and pulmonary arterial
pressure,” and secondary cardiovascular changes.
These are not associated with myocardial damage
and are reversible with the control of airway obstruc-
tion."® Finally, alveolar clearance measured by scin-
tigraphy indicates an impaired alveolar epithelium
integrity that persists in asymptomatic horses kept in
a low dust environment and only return to normal
when horses are on pasture.'*

AIRWAY INFLAMMATION
Cytology of the lower airways

Characterization of disease-associated airway inflam-
mation in human asthmatics relies primarily on non-
invasive sputum induction. In horses, airway cells are
sampled by saline instillation in the trachea, and by
BAL. Increased neutrophil percentages in tracheal
lavages are not specific for heaves, neither does it cor-
relate with BALF cytology or histological changes.''*'%
Similarly, poor correlations between neutrophil per-
centages in sputum, BALF and bronchial biopsies are
observed in asthma.'” BAL are the preferred mean to
assess the granulocyte populations in horses and are
easily performed on standing sedated animals
(Fig. 1b). In heaves, neutrophil percentages in BALF
are usually 25% or more (Fig.3b) (normal = 5%).
Changes in percentages rather than absolute counts
are considered as fluid retrieval and dilution ampli-
tude of the initial volume of saline instilled (up to
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Figure 2 (a) Pulmonary resistance of horses with heaves
(n=6) (black bars) and controls (n = 6) (white bars) before
(Pasture) and after natural antigen exposure (Stabling
and hay feeding) of 1 and 9 days duration. Mean
+ SEM. *Different from pasture; tdifferent between
groups (P<0.05). Reprinted from Cordeau et al.*® with
permission from Elsevier. (b) Changes in pulmonary
resistance in horses with heaves before and following
treatments with corticosteroids (dexamethasone (n=6),
open circles; isoflupredone acetate (n=6), black circles)
or a bronchodilator (atropine). Mean = SEM. *Different
from baseline; tdifferent from pre bronchodilator treat-
ment (P < 0.05). Reprinted from Picandet et al.®® with per-
mission from Wiley.

500 mL) vary with horses and disease severity.'*
Inconsistent increases in eosinophils and mast cells
are also reported (reviewed by Robinson').

Neutrophils

Airway neutrophils are present in large numbers in
the airways of horses with heaves and may contrib-
ute to the disease through the release of several
inflammatory mediators. They are recruited 3-5h
following the beginning of exposure to stable dust,
the process is reversible within 4 days after the ces-
sation of a short exposure (5-7 h),'"*'* and up to
3 weeks or more under more natural conditions.”
Resolution of airway inflammation coincides with
neutrophil apoptosis and phagocytosis by alveolar
macrophages.’” Healthy horses may also develop
airway neutrophilia when exposed to the same envi-
ronment. However, it dissociates from altered lung
function, is lesser than in horses with heaves, and
usually resolves despite continuous exposure to
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Figure 3
bronchiole with mucus plug (m) and surrounding tissue

(a) Representative histology of an inflamed

remodelling (sm, smooth muscle; c, subepithelial
collagen) in a peripheral lung biopsy obtained by
thoracoscopy. Movat pentachrome staining, original
magnification 10x. Courtesy of Dr Emilie Setlakwe. (b)
An example of BALF cytology (modified wright-giemsa
staining, original magnification 20x, some neutrophils
are pointed with arrowheads) from a horse affected
with heaves.

stable dust.*>'?*'% In addition, neutrophils are more
dense in heaves compared with controls, have
delayed spontaneous apoptosis, and release elastase,
oxygen metabolites, LTB; and probably MMP-
9.12312813031 Equine neutrophils have been shown to
express mRNA for cytokines relevant to pulmonary
inflammation. Among them, IL-1B, tumour necrosis
factor (TNF)-o, IL-8 and IL-17°%%96364132 gre upregu-
lated in heaves and hence could be derived from
recruited neutrophils. NF-kB activity in BALF’s neu-
trophils is increased™® and their release of TNF-o
and IL-1p has been proposed to contribute to sus-
tained inflammation through autocrine and
paracrine effects.® Increased pulmonary oxidative
stress indices and hydrogen peroxide in exhaled
breath condensate have been associated with BALF
neutrophil percentages and tracheal neutrophil
counts respectively.’**' Taken together, these
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results suggest that aberrantly high activation of
airway neutrophils may participate to lung patho-
logy in heaves. In addition, IL-4 induces a specific
activation phenotype in equine neutrophils
(increased expression of IL-4Ra, CD23/FceRII, 1L-8
and TNF-o), suggesting that they could contribute
actively to allergic inflammation and to its regula-
tion.”® IL-4 may also participate in the recruitment
of neutrophils by stimulating the release of adhesion
molecules and chemotactic factors by equine endo-
thelial cells."*

Macrophages

The cellular density of BALF macrophages is
increased after exposure to stable dust in horses with
heaves compared with controls,'?® suggesting cellular
activation. However, alveolar macrophages from
both groups of horses have similar upregulated
expression of selected pro-inflammatory cytokines
(IL-1B and TNF-0) and neutrophil-directed chemo-
kines (IL-8 and MIP-2) following stable dust chal-
lenge."®® These results suggest that other mediators
secreted by macrophages or different cell types are
responsible for the overwhelming neutrophilic
inflammation in heaves. Of interest however, per-
centages of neutrophils in BALF are correlated with
IL-1B expression by total BALF cells'>* or alveolar
macrophages,®® suggesting that this cytokine con-
tributes to the airway neutrophilia. IL-13 and TNF-a
are produced by alveolar macrophages of normal
horses stimulated ex vivo by A. fumigatus, suggesting
that molecular patterns of mould antigens may
favour cellular activation independently of clinical
diagnosis.” Conversely, alveolar macrophages iso-
lated from heaves-affected horses after inhalational
challenges with endotoxin or HDS were found to
have higher expression of TNF-o. (HDS), IL-13 and
IL-8 (endotoxin) than those of controls."® Early IL-17
and MIP-2 expression by pulmonary mononuclear
cells in response to ex vivo stimulation with soluble
hay dust also appears to discriminate between
control and heaves-affected horses as reported in
another study."! The latter suggests that early cyto-
kine expression by resident macrophages might
contribute to airway outcome.

Epithelial cells

Airway epithelial cells are at the interface between
the lung and the environment, and thus play a criti-
cal role in homeostasis. In vitro, IL-8, MIP-2 and
IL-1B mRNA is upregulated in epithelial primary cell
cultures from horses with heaves and controls in
response to HDS or endotoxin.!”” However, only
MIP-2 is overexpressed in cells from symptomatic
heaves-affected horses compared with controls in
response to HDS. There is increased IL-8 expression
by epithelial cells in heaves compared with controls
from day 14 following an organic dust exposure,®
but not during acute exacerbation.'” These observa-
tions suggest that epithelial cells may contribute to
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the chronic inflammatory response in heaves, but
evidence of contribution at an earlier stage is cur-
rently lacking. Elevated expression of TLR4 was
reported in bronchial brushings'* in heaves but not
in bronchial biopsies.** Increased TLR4 expression
could lead to exaggerated innate immune response
to hay dust endotoxin and contribute to the IL-8
expression associated with the disease.'”® Increased
NF-kB activity is found in epithelial cells retrieved
from bronchial brushings in heaves-affected horses
and correlates with parameters of lung dysfunction
and increased ICAM-1 expression by these cells.®
Epithelial cells could therefore facilitate neutrophil
transmigration towards the airway lumen through
the upregulation of this adhesion molecule'** and
the expression of IL-17A.544

SYSTEMIC INFLAMMATION

Peripheral blood alterations are associated with
heaves exacerbation. A rise in haematocrit and fall in
sedimentation rate were reported to occur almost
50 years ago.® There is a modest but significant
increase in peripheral blood neutrophil 7-24 h follo-
wing the initiation of stable dust exposure.’®'#12¢
Blood neutrophils also have an increased active res-
piratory burst and delayed spontaneous apoptosis
24 h after challenge.'**'*" Increased CD18-dependant
adherence is present, even during clinical remission,
suggesting a persistent state of neutrophil activa-
tion."” Lymphocytes (phosphodiesterase (PDE) activ-
ity)'*® as well as platelets (decreased responsiveness to
platelet-activating factor)'* are also activated follow-
ing natural antigenic challenge. In addition, blood
concentrations of inflammatory mediators including
endothelin,”™ thromboxane A2“' and oxidation
markers (reduced and total glutathione, GSH/
TGSH)"? are reported to rise with clinical signs.

Increased mRNA expression of IL-8 and TNF-o
from both normal and heaves-affected horses’
peripheral blood neutrophils has been reported fol-
lowing a 30-day stable dust exposure,® but this
may not be an early event as no increase was observed
at 5h." Peripheral blood viscoelastic properties
and TNF-o protein are increased in symptomatic
horses.”*'* Systemic inflammation may persist
during remission of the disease, as revealed by our
recent observations that TNF-o remains elevated
when horses are kept under low dust conditions
(A. Lavoie-Lamoureux, K. Maghni and J.-P. Lavoie,
2009, unpubl. data). Using markers of the acute phase
response, we found that haptoglobin and serum
amyloid A protein (SAA) were increased following
stable dust exposure, and that haptoglobin remains
elevated after exposure cessation.””® These markers
are increased in the blood of asthmatic patients.'"¢*
This finding is of clinical relevance, as systemic
inflammation has been associated with greater
decline in lung function in young healthy adults.'®®
Heaves may therefore be a useful animal model to
investigate the causes and consequences of systemic
asthmatic inflammation.
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MUCUS ACCUMULATION

In horses, mucus is primarily produced by cells lining
the airways, while mucous glands play a lesser
role.'®*!% Using tracheobronchial endoscopy and
semi-quantitative scoring systems, tracheal mucoid
secretions were shown to correlate with neutrophilic
inflammation'® and cough.'™ It increases during
exacerbation of heaves and incompletely resolves
with antigen withdrawal.'® Mucus accumulates in
both large and small airways, and plugs in alveoli and
bronchioles may be observed (Fig. 4).'%' Although
poorly described, severe and persistent mucus accu-
mulation may lead to severe airway obstruction
which may be refractory to therapy. Mucus glycopro-
tein composition is modified'”! and viscoelasticity
increased'” in BALF and tracheal secretions, respec-
tively. In asthma, calcium-activated chloride
channel-1 (CACL1) and mucin-5AC (MUC5AC) are
signalling pathways possibly involved in mucus
hypersecretion (reviewed by'”). They are also overex-
pressed in heaves, although these findings are
inconsistent.'®'™”” TNF-o. may participate to the
increased mucus production, as it is increased in
heaves and is a potent inducer of MUC5AC by equine
epithelial cells.'”® Increased cell survival could be
another pathway leading to mucus accumulation and
cell metaplasia, as over 40% of mucous cells are Bcl-
2-positive in heaves, whereas only 1% are positive in
controls.'”

NEURONAL AND NEUROENDOCRINE
CONTROL OF BRONCHOSPASM

Bronchospasm is a key feature of heaves.*” As in other
species, airway smooth muscle tone is controlled by
the autonomic nervous system, both centrally and via
local axonal reflex, through activation of receptors via
circulating catecholamines and the non-adrenergic
non-cholinergic (NANC) system. Bronchospasm in
heaves is predominantly mediated via muscarinic (M)
receptors® but there is no evidence of an exaggerated
response of smooth muscle M2 or M3 receptors to
acetylcholine stimulation,'®'® which is similar to
what is observed in asthma.!®*'® However, broncho-
spasm is possibly explained by an alteration of the
prejunctional, inhibitory M2 receptors, which provide
negative feedback to the release of Ach.'® In addition,
bronchorelaxation is also defective in heaves, due to
decreased B-adrenergic receptors density and cou-
pling efficiency to G-protein,'™ as well as altered
NANC response.'® Specifically, there is evidence of
inhibitory NANC dysfunction during heaves exacer-
bation,'®'8 and an upregulation of the neuropeptide
neurokinin A receptor at the airway smooth muscle
level, increasing its bronchoconstrictive effects.'#®
The effects of acetylcholine are not limited to
those of a neurotransmitter, as cholinergic anti-
inflammatory pathways have recently been identi-
fied.”™ Our group observed that acetylcholine
inhibits the expression of E-selectin and vascular
endothelial growth factor by equine pulmonary
artery endothelial cells stimulated by recombinant
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equine IL-4."° These findings suggest that the cho-
linergic anti-inflammatory pathway may modulate
pulmonary inflammation and remodelling in heaves.
Other mediators increased during heaves exacerba-
tion, including serotonin, endothelin-1, histamine
and leukotriene D, potentiate the response of
equine smooth muscle cells to acetylcholine, or
increase its release. However, while they may
contribute to increased cholinergic airway tone,
cysteinyl leukotrienes are not believed to be
major contributors to bronchospasm as leukotriene
antagonists are ineffective for the treatment of
heaVeS.127'161'191

MICROSCOPIC LESIONS AND
AIRWAY REMODELLING

Inflammation and remodelling of the airway wall are
characteristic features of heaves. A consequence of
airway remodelling is incompletely reversible, or even
irreversible airway obstruction, bronchial hyper-
responsiveness and an accelerated decline in lung
function. The microscopic lesions are mainly charac-
terized by chronic bronchiolitis with predominantly
lymphocytic and plasmacytic infiltration in the bron-
chiolar and peribronchiolar areas.**'¥*'% Mucus, neu-
trophils and cellular debris are commonly observed
within the airway lumen.'*'%? Eosinophilic and mast
cell infiltrates, as well as peribronchial fibrosis, are
inconsistent findings. Lymphocyte aggregates around
the vasculature of the small airways may also be
seen.'”® Alveolar hyperinflation due to air trapping is
common, while true emphysema 1is rarely
present.'**'** Changes are not uniform,'**'** and may
account for some variation in the reported micro-
scopic descriptions. Some histological features of
heaves, including increased smooth muscle mass and
collagen deposition surrounding the airway as well as
mucus accumulation in the airway lumen, are illus-
trated in Figure 3a.

Epithelium

The main histological lesions in the large conducting
airways are the loss of ciliated epithelial cells and
occasional abnormal ciliated structures identified by
electron microscopy.” In the smaller airways,
mucous (or goblet) cell hyperplasia and metaplasia
have been described'®'” (and reviewed by Robin-
son'!). Semi-quantitative analysis failed however to
reveal significant differences in the number of
mucous cells in the airways, while finding an associa-
tion between stored mucosubstances and inflamma-
tion."® Clara cells that comprise up to 60% of the
equine epithelium in distal bronchioles are almost
completely depleted of their granules in heaves, and
without concurrent observable mucus accumula-
tion."* Non-uniformly distributed epithelial progeni-
tor cell hyperplasia has been qualitatively described
in studies using light and electron microscopy
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Figure 4 Severe mucus accumulation within the lumen
of a terminal bronchiole and surrounding alveoli of a
horse with heaves refractory to therapy. m, mucus; e,
epithelium; sm, smooth muscle. HE staining, original
magnification 20x.

(reviewed by'!). Finally, alveolar clearance remains
abnormal during clinical remission in low-dust envi-
ronment,'* which suggests persistently impaired
epithelial integrity.

Airway smooth muscle

There are several reports in the early veterinary litera-
ture of smooth muscle hypertrophy and/or hyperpla-
sia in horses with heaves."”'"*'% Using morphometric
techniques, our group has shown recently that an
increase in airway smooth muscle mass is present in
the airways of all calibres, but it is most marked in the
distal airways (2 to 3 times the amount present in
healthy age-matched controls).'*'* Chronic smooth
muscle remodelling appears to reach a plateau, which
is possibly maintained in a dynamic equilibrium
with an elevated turnover (increased proliferation
and apoptosis) of airway myocytes.'”® As in human
asthma, it is unknown whether chronic airway
smooth muscle remodelling is reversible, although
recent findings suggest that a modest but significant
decrease in smooth muscle is seen with long-term
treatment.”®

Collagen

Although not consistently found in the literature,
pulmonary fibrosis (illustrated in Fig.5) has
been described in heaves using both light
microscopy'#!#9$193:195196201-208 gy electron micro-
scopy.'® However, the collagen types involved in
remodelling remain to be elucidated, as no diffe-
rences in immunolabelled collagen types I and III
was identified between healthy and asymptomatic
heaves-affected horses in one study.*

Tissue cellular infiltration

Although lymphocytic and plasmacytic infiltration
predominates,®'* 1% other types of cellular infiltra-
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Figure 5 (a) Peripheral equine airway stained with
picrosirius-red. The subepithelial collagen area is stained
red and is discernable from the surrounding smooth
muscle layer. (b) Same airway under polarized light.
Picrosirius-red staining, original magnification 10x. sm,
smooth muscle; ¢, subepithelial collagen. Image courtesy
of Dr Emily Setlakwe.

tions have been reported, including neutrophil/
eosinophil, neutrophil/lymphocyte, eosinophil/
lymphocyte or even no cellular infiltration.*® Of note,
some control animals free of clinical signs present
similar airway wall inflammation. Mast cells are
increased in bronchial and bronchiolar airways in
heaves-affected horses after challenge."** Infiltration
with chymase* mast cells was associated with tissue
fibrosis, neutrophil or lymphocyte but not eosinophil
infiltration, independently of clinical diagnosis.*

TREATMENTS

There is no known cure for heaves, that is, susceptible
horses recurrently develop airway obstruction and
inflammation when exposed to offending environ-
mental conditions. The corner stone of heaves
management is thus organic dust avoidance;
bronchodilators and corticosteroids are administered
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to provide rapid relief of airway obstruction, or
when control of the environment is partial or
absent.

Organic dust avoidance: the most effective
long-term approach

In heaves, as in allergen-induced asthma, removing
the offending antigens is central to the control of the
disease.?*>?% Grass pasture leads to alleviation of clini-
cal signs, and normalization of conventional lung
function tests and BALF neutrophilia.'?*?"?% Clinical
signs subside in days to weeks, depending on age,
and severity or duration of the disease.”” In an indoor
low-dust environment, subclinical inflammation
and airway obstruction may persist however.'®!*!13
Horses with SPAOPD are conversely controlled by
removing affected animals from pasture.*?

Medication with strong evidence of efficacy

Corticosteroids, whether administered systemically
or by inhalation, are the most effective medication
for the control of clinical signs and lung function in
heaves?"' (and reviewed by Williamson and Davis*?)
(Fig. 2b). Partial and transient improvement may be
observed within a few hours,?® but the maximal
control of airway obstruction usually requires a week
or more.”*"2" If not combined with organic dust
avoidance, only short residual effects are observed
after drug administration is discontinued,””® and
control of pulmonary neutrophilia remains
modest.?*® This is apparently not due to an inhe-
rent resistance of neutrophils to corticosteroids, as
dexamethasone is very effective in inhibiting their
genomic and non-genomic inflammatory responses
in vitro.*" In heaves, corticosteroids reduce IL-8 in
BALF only if combined with antigen avoidance ma-
nagement,**?® and they do not affect NF-xB or AP1
in bronchial epithelial cells during stabling.*"® Thus,
the release of neutrophilic chemotactic factors by
airway structural and inflammatory cells possibly
occur through NF-xB or APl signalling pathways,
which appear to be resistant to corticosteroids in
horses kept in an antigen-rich environment. These
findings indicate that improvement in airway func-
tion with corticosteroids is likely the result of an
anti-inflammatory effect on other cell types present
in the equine airways, whether it is by preventing
antigen-induced CD4+ T cells from increasing or by
modulating the IFN-y/IL-4 ratio towards a Thl
response,*?'® or possibly by directly affecting smooth
muscle contractility.*

Corticosteroids administered systemically to
horses have been associated with some adverse
effects (reviewed by Dauvillier et al.**') also observed
with these drugs in human patients. On the immune
system, they cause transient peripheral neutrophilia
and lymphopenia,?*** alter the lymphocyte sub-
populations and expression of activation markers,**
and decrease the antibody response to vaccination.””
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On the contrary, when corticosteroids are adminis-
tered by inhalation they have little systemic effects in
horses with heaves, as shown by the absence of
detectable clinical adverse effects or alteration of lym-
phocyte subpopulations and function, circulating
neutrophil gene expression, and primary and anam-
nestic immune responses to vaccination after up to
one year of inhaled fluticasone administration.?'

Bronchodilators with demonstrated efficacy in
horses with heaves include inhaled and systemic
B.-agonists and anticholinergic drugs. Short- and
long-term inhaled B,-agonist administration results
in significant reduction in pulmonary resistance®*#’
(and reviewed by Williamson and Davis?'?). A recent
study on ex vivo equine bronchial rings showed,
however, different effects of the R and S-enantiomers
of salbutamol,*”® echoing questions raised in people
over the effects of different forms of 3,-agonists.?***
Clenbuterol, a systemic ,-agonist, improves clinical
signs in approximately 75% of affected horses,*! but
does not alter histamine-induced bronchoconstric-
tion in healthy ponies.?®* Clinical response increases
with higher dosage, as do adverse side-effects.”' In
addition to its bronchodilator effect, clenbuterol also
increases mucociliary clearance* and possibly has
some anti-inflammatory effects.?**> Recently, it was
shown that corticosteroids can prevent clenbuterol-
induced downregulation of f.-adrenoreceptors on
equine lymphocytes.?¢ Inhaled anticholinergic drug
ipratropium has been less studied but has dose-
dependent effects.**” Systemic anticholinergic agents
are very effective at relieving airway obstruction
(Fig. 2b), but are associated with systemic side-effects
limiting their use as therapeutic agents.”®

Medication with mitigated or no efficiency
in heaves

Methylxanthine derivatives are non-specific PDE
inhibitors that have beneficial effects on lung func-
tion in horses with heaves but have low therapeutic
index.?¥?* The potentiating effects of corticosteroids
by low-dose theophylline reported in asthmatics***
was not observed in horses with heaves after short-
term administration.?"' In a recent study, a selective
PDE4 inhibitor with potent in vitro anti-
inflammatory effects on equine leukocytes failed
to improve lung function and airway inflammation
in heaves-affected horses.?’” Cilomilast, another
selective PDE4 inhibitor, does not counteract
methacholine-induced constriction in precision-cut
lung slices.*® Cysteinyl leukotrienes (LTC4, LTD4,
LTE4) are potent bronchoconstrictors derived mainly
from mast cells. They may also contribute to airway
diseases by increasing airway vascular permeability
and mucus production. Leukotriene receptor antago-
nists are alternative therapy for the treatment of mild
persistent asthma.”® LTD4 also causes bronchocon-
striction both in vitro and in vivo in horses, and the
main receptor for cysteinyl leukotrienes, CystLT1, is
present on the equine bronchi.'"*¢*7 However, a
LTD4 receptor antagonist, a 5-lipoxygenase (LO)
inhibitor and a 5-LO-activating protein antagonist
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Similarities and differences between heaves and rodent models of asthma

Characteristics Equine heaves

Rodent asthma models

Develops naturally
Influenced by gene-environment
interactions
Natural antigens and routes of
sensitization/challenge

Aetiology

Pathophysiology
Non-specific AHR
Inflammation

Present

Persistent
Neutrophilic with mixed Th1/Th2/
Th17-cytokine profiles

Tissue remodelling
Clinical signs

Persistent, mostly distal airways

Airway obstruction, cough, nasal
discharge, wheeze

Research setting

Genetic manipulation  Not feasible
Reagents availability Limited
Availability Infrequent
Handling costs High

Antigen-induced
Some of the antigens used (e.g. ovalbumin) and routes
of sensitization/challenge (e.g. intra-peritoneal/trachea)
are irrelevant to human asthma
Strongly bias by inbred genetics
Animals kept in pathogen-free environments

Present

Transient
Depends on the antigen (e.g. house dust mite/
ovalbumin), adjuvant (e.g. Bordetella pertussis/alum) and
mice/rat strain (e.g. BALB/c mice and Brown Norway rats
are predisposed to Th2-driven atopic responses)

Transient, central and distal airways

Usually absent

Knock outs, transgenics, chimera
Most current

High

Affordable

were ineffective in heaves,'?"191%48249 suggesting that
cysteinyl leukotrienes are not an important mediator
of acute bronchoconstriction in this disease.'®* Cro-
molyn sodium stabilizes mast cells and interferes
with chloride channel function. It is used as
alternative medication in mild asthma, and as
preventive treatment before unavoidable exposure
to known allergens.”*® In heaves, they also prevent
clinical exacerbation, although their efficacy is
variable.»%*!

It has been suggested that beneficial effects of cor-
ticosteroids are partially mediated through down-
regulation of the p38 mitogen-activated protein
kinase (MAPK) pathway. Inhibition of p38 MAPK was
partially effective in reducing clinical signs and airway
inflammation when administered before -clinical
exacerbation in heaves.”> However, they were ineffec-
tive when administered during clinical exacerbation,
and severe side-effects were observed. Inhibitors of
p38 MAPK pathways with a better toxicity profile
might nevertheless be effective in the prevention or
treatment of heaves, especially since this pathway is
essential for equine neutrophils migration.?*

ADVANTAGES OF HEAVES AS A
MODEL FOR ASTHMA

Equine heaves and feline asthma are perhaps the
only naturally occurring asthma-like conditions
affecting domestic animal species. They are both
associated with inflammation of the airways, cough-
ing and bronchoconstriction.** However, the study of
feline asthma in a research setting usually requires
experimental sensitization with Ascaris suum anti-
gens,® as induction of natural exacerbation in
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affected cats is rarely achievable. In the future, the
development of lung function testing, biopsy sam-
pling and molecular tools better adapted to cats
might make it a more useful model. Other models in
rodents (Table 1), pigs, dogs, ruminants, primates
(reviewed by Kirschvink and Reinhold®® and Bice
et al>") also require experimental sensitization with
an antigen administered systemically or by inhala-
tion. They can be very useful in the study of specific
aspects of asthma but rarely result in the develop-
ment of persistent induced clinical signs and airway
obstruction. The naturally occurring nature of
heaves, the duration of the disease that can last
decades and the long lifespan (30-35 years) of horses
make this disease closer to human asthma than any
other animal models. This is particularly important
for the study of airway wall remodelling that is likely
the result of complex immune response and bouts of
inflammation and bronchoconstriction occurring
over many years. Also pertinent to the study of airway
remodelling, the equine and human lungs have
similar well-developed bronchial circulation,?%2%
poorly developed lobulation and respiratory bronchi-
oles, thick pleura, and the presence of terminal bron-
chioles and bronchial artery-pulmonary shunts.?
Contrarily to small rodents, they have well-developed
smooth muscle from the trachea to the alveolar
ducts®*' and mast cells are present at all levels of the
bronchial three?*® An additional strength of this
model is that episodes of airway obstruction can be
predictably induced in susceptible horses by an expo-
sure to stable dust and reversed by maintaining
horses on pasture or by the administration of corti-
costeroids and bronchodilators.**?%%% Because of
their calm and malleable demeanour, procedures
required for the study of lung pathologies, such as

Respirology (2011) 16, 1027-1046



M Leclere et al.

Figure 6

pulmonary function tests, BAL and endobronchial
biopsies (Fig. 6d,e) or brushing, and even large
peripheral lung biopsies performed via thoracoscopy
(Fig. 6a—c) can also be performed on multiple occa-
sions in standing sedated animals.*®***® Thus, the pro-
spective study of equine cohorts allows the analysis
of disease mechanisms and evolution of remodelling
in the asymptomatic and symptomatic stages of
disease, an approach difficult in humans. The recent
development of owner-assessed respiratory signs
questionnaires'”?''#%? also allows for conducting
large-scale epidemiological studies and field evalua-
tion of treatment efficacy.

The disease has initially been disregarded as an
asthma model because neutrophils are the predomi-
nant cells in the airway lumen in heaves. Interestingly,
it is now recognized that neutrophils infiltrate the
airways of nocturnal asthmatics,”' non-atopic and
atopic asthmatics,**”® and are the predominant cells
in the airway secretions of a significant proportion of
asthmatics, ranging from mild to severe.””**” Similarly
toasthma, there is a genetic susceptibility to heaves'®*
and an allergic component is supported by the pre-
sence of a Th2-type pattern of cytokine expression in
the airways®***! and an IL-4Ro gene polymorphism,*
although, as in asthma,?’ a Th1 cytokine profile has
also been reported.*®*® Hence, heaves also serves as a

Respirology (2011) 16, 1027-1046

(a) to (c) Peripheral lung biopsy obtained under thoracoscopy guidance in a heaves-affected horse. Thora-
coscopy can be performed in standing, sedated animals, breathing spontaneously. Biopsies obtained contain numerous
airways in cross-section like the one pictured here. sm, smooth muscle. Haematoxylin phloxine saffron staining,
original magnification 10x. (d) and (e) Endobronchial biopsy obtained at the level of a secondary carina through a
bronchoscope. The biopsies obtained sample a portion of the airway wall. ¢, carina; aw, airway; e, epithelium; sm,
smooth muscle. Haematoxylin phloxine saffron staining, original magnification 4x.

model to study the contribution of neutrophils to the
asthmatic phenotypes. Furthermore, horses present
mild or moderate asthma-type conditions that are
associated with different airway inflammatory pheno-
types. Lastly, cross-bridging of the human and veteri-
nary researches may benefit our understanding of
both diseases. Table 2 summarizes the similarities and
differences between asthma and heaves.

LIMITATIONS OF HEAVES AS A MODEL
FOR ASTHMA

Aside from the pathophysiologic differences intrinsic
to any animal model, heaves comes with unique chal-
lenges. The natural nature of heaves and the hetero-
genic genetic background of the affected animals
make it difficult to reach adequate statistical power
when looking at small effects (in genetic studies for
example). Also, the long lifespan of horses compli-
cates longitudinal studies on ageing processes.
However, these aspects represent advantages com-
pared with rodents when it comes to model human
diseases. Their size can be an asset for repeated
biopsy sampling and ease of bronchoscopy but limits
other procedures such as thoracic computed tomo-
graphy. Interspecies differences in immune-related

© 2011 The Authors
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Table 2 Similarities and differences between asthma
and heaves

Pathophysiological features Asthma Heaves
Reversible airway obstruction v v
Airway hyper-responsiveness v v

Acute phase v

Late phase v v
Neutrophilic inflammation e v
IgE-specific response e ?
Inflammation profile

Th2 and/or Th1 v v

Th17 /* v
T Endotoxin sensitivity v/ v
Inflammation site

Peripheral airways v v

Central airways v ?
Tissue remodelling

T Smooth muscle mass v v

Submucosal fibrosis v v

Basal membrane fibrosis v
Remodelling sites

Peripheral airways v v

Central airways v v
Treatments

Corticosteroids v v

B.-agonists v v
Anti-leukotrienes 4

Theophylline v v

? No clear conclusion.
" Some phenotypes.
* Associated with severe phenotypes.

mediator or receptor expression as well as dissimilari-
ties in drug and nutrient metabolism may restrain
extrapolation to humans. Also, some molecular tools,
in particular species-specific antibodies are still
lacking despite constant improvement. Lastly, cost,
facilities and equipment required for the study of
horses has limited in the past the study of heaves as
an asthma model. New means of increasing access to
resources and collaboration between centres have
been developed (see below) and will reduce some of
those limitations.

PERSPECTIVES

Heaves has unique features of interest for asthma
research. For example, there are ongoing studies of
airway remodelling reversibility that cannot be con-
ducted in rodents or human for technical or ethical
reasons.”” Post-mortem and biopsy tissue availability
facilitates ex vivo techniques such as precision cut
slices,* primary smooth muscle culture, myosin
purification and respiratory epithelial cell cultured on
air-liquid interface.®® Areas of particular interest
include the genetic determinants of heaves,??
the characterization of T-cell differentiation®®® and
regulation,® the description of dendritic cell
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properties®® and modulation,”® the contribution of
epithelium to inflammation,'***?% as well as the role
of surfactant®® and Clara cells.” Our group and
others are also interested in the mechanisms of neu-
trophil recruitment,® their contribution to Th2-
derived inflammation,'* and their responsiveness to
corticosteroids.”® These fields target a better under-
standing of asthma-like disease aetiology, progression
and treatment improvement. Investigating the link
between IAD and heaves, as well as how inflamma-
tion of the airways in younger horses evolves to
heaves’ severe neutrophilic inflammation and airflow
limitation may help shed light on the biology of
human asthma.

Veterinary schools worldwide are studying heaves
and IAD as human disease models but also because
they are of considerable importance for animal
welfare and the equine industry. A multicentre equine
respiratory tissue bank (http://www.btre.ca, October
2011) is being developed to increase availability of
equine lung tissues to other researchers in the field of
asthma that do not have the resources and expertise
required to study this animal model.
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Effect of Long-Term Fluticasone Treatment on Immune Function in

Horses with Heaves

J. Dauvillier, M.J.B. Felippe, D.P. Lunn, A. Lavoie-Lamoureux, M. Leclére,
G. Beauchamp, and J.-P. Lavoie

Background: Corticosteroids currently are the most effective pharmacological treatment available to control heaves in
horses. Systemically administered corticosteroids have been shown to alter immune response in horses, humans, and other
species. Aerosolized administration theoretically minimizes systemic adverse effects, but the effect of inhaled corticosteroids on
immune function has not been evaluated in horses.

Objectives: To evaluate the effects of prolonged administration of inhaled fluticasone on the immune system of heaves-
affected horses.

Animals: Heaves-affected horses were treated with inhaled fluticasone (n = 5) for 11 months or received environmental
modifications only (n = 95).

Methods: Prospective analysis. Clinical parameters and CBC, lymphocyte subpopulations and function, and circulating
neutrophil gene expression were sequentially measured. Primary and anamnestic immune responses also were evaluated by
measuring antigen-specific antibodies in response to vaccination with bovine viral antigen and tetanus toxoid, respectively.

Results: No clinical adverse effects were observed and no differences in immune function were detected between treated and
untreated horses.

Conclusions and Clinical Importance: The treatment of heaves-affected horses with inhaled fluticasone at therapeutic dos-
ages for 11 months has no significant detectable effect on innate and adaptive (both humoral and cell-mediated) immune
parameters studied. These results suggest that prolonged administration of fluticasone would not compromise the systemic
immune response to pathogens nor vaccination in adult horses.

Key words: Aerosolized; Horse; Inhaled corticosteroids; Recurrent airway obstruction.

eaves or recurrent airway obstruction is a common
disease of horses stabled for extended periods. Sus-
ceptible horses develop lower airway obstruction and
neutrophilic airway inflammation with inhalation of dust
present in hay and bedding.! Corticosteroids currently
are the most effective pharmacological treatment avail-
able for the condition. However, systemic administration
of corticosteroids to horses has been associated with
several adverse effects, including adrenocortical suppres-
sion”* and dysfunction,* laminitis,>® hepatopathy,®’
muscle wasting,7 altered bone metabolism,® and in-
creased susceptibility to infection.” '" Systemic cortico-
steroids also have been shown to affect the equine
immune system by inducing transient peripheral neu-
trophilia and lymphopenia,'*'* changes in lympho-
cytes subpopulations and expression of activation
markers,'* as well as by decreasing the antibody response
to vaccination.'’
Inhaled corticosteroids now are commonly used for
the treatment of heaves in horses.'®2° This approach
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Abbreviations:

CD cluster of differentiation

cDNA complementary DNA

CFSE carboxyl-fluorescein diacetate, succinimidyl ester

ConA concanavalin A

COPD chronic obstructive pulmonary disease

FACS fluorescent-activated cell sorting

FCS fetal calf serum

FITC fluorescein isothiocyanate

GC glucocorticoides

1gG immunoglobulin G

IL-8 interleukin-8

LFA-1 lymphocyte function-associated antigen-1

LPS lipopolysaccharide

MHC I1 major histocompatibility complex class 11

PWM pokeweed mitogen

qRT-PCR quantitative reverse transcriptase polymerase chain
reaction

RPMI Roswell Park Memorial Institute

TNF-a tumor necrosis factor-alpha

aims at achieving maximal concentrations of drug within
the airways, while minimizing systemic adverse effects. In
people, in whom inhaled corticosteroids are the first-line
therapy for treatment of asthma and chronic obstructive
pulmonary disease (COPD), prolonged administration
of corticosteroids has been associated with adverse
effects including reduction in bone density, cataracts,
glaucoma, skin bruising,”! and modulation of cellular
immunity at high doses.?? They also have been shown to
induce a dose-dependent suppression of endogenous cor-
tisol in horses>*> > suggesting that systemic effects may
occur in this species. Thus, the objective of this study was
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to investigate the effects of long-term treatment of
heaves-affected horses with inhaled fluticasone on innate
and acquired (humoral and cell mediated) immune
responses.

Materials and Methods
Animals

Ten heaves-affected mixed breed horses (6 mares and 4 geldings)
aged 13-23 years (mean + SD, 17.9 + 2.9 years) weighing 410—
535kg (475 + 38 kg) were used in this study. Horses were diagnosed
with heaves on the basis of history, characteristic clinical presenta-
tion and worsening of clinical signs, pulmonary function, and
bronchoalveolar lavage cytology after exposure to hay. All horses
belonged to the research herd from the Respiratory Cellular and
Molecular Biology Laboratory of the Université de Montréal, and
were part of a larger study evaluating the reversibility of pulmonary
remodeling. They were dewormed routinely and vaccinated annu-
ally (tetanus, West Nile, Eastern and Western equine encephalitis,
equine herpes virus 1/4, influenza, and rabies vaccines). Horses were
managed as a closed herd except for a few days in month 6 when
they were hospitalized for thoracoscopy. Physical examination,
CBC, and blood biochemistry profiles were performed before the
study to exclude concomitant medical disorders. All experimental
procedures were performed in accordance with the Canadian Coun-
cil of Animal Care and approved by the University of Montréal
Animal Care Committee.

Experimental Protocol

Before initiation of the study, all horses were stabled and fed hay
for 1-3 months to induce clinical exacerbation of respiratory dis-

|:| Untreated

ease. They then were assigned to 2 groups with similar severity
of airway obstruction based on results of lung function tests
(maximal variation in transpulmonary pressure [APL], 44 +
10cmH,0O in untreated group; 43 £+ 10cmH,O in fluticasone
group). The 2 groups also were similar in terms of mean
age and sex distribution. After a stabling period necessary to docu-
ment the bronchoconstriction, horses in the untreated control group
(n = 5, age, 17.4 £ 3.6 years; 3 mares, 2 geldings) were kept outside
on pasture for the duration of the study and received no medica-
tions. They received a complete pelleted feed twice a day to maintain
body condition (no hay) and had free access to grass in the summer.
Horses in the fluticasone group (n = 5, age, 18.4 £+ 2.2 years; 3
mares, 2 geldings) remained stabled and were fed hay for the first 5
months of the study, and then were kept on pasture with the un-
treated horses (under the same conditions) for the remaining 6
months of the study. They were administered inhaled fluticasone
propionate® from a metered-dose inhaler via a commercially avail-
able mask,” at a starting dose of 2,000 pg twice a day. The dose then
was adjusted as needed to keep the horses asymptomatic (from
2,000 pg q24h to 3,000 ug q12h), but, from the 6th month of study
until the end, all horses in the fluticasone group received inhaled
fluticasone at 2,000 pug once a day, between 7:00 and 9:00 amM. While
stabled, horses were turned out in a paddock 2-4 hours each day.
The study was initiated in the springtime and finished in winter of
the following year.

The timeline of the study is outlined in Figure 1. Horses were
observed daily during the whole study. Blood samples for CBC were
collected in ethylenediaminetetraacetic acid tubes, cell counts were
performed with an automated analysis system,® and blood smears
were reviewed by a clinical pathologist. Heparinized blood samples
were processed within an hour for gene expression analysis and kept
on ice overnight for lymphocyte phenotyping and proliferation as-
says. Vaccination was done with a tetanus toxoid? and the infectious

|:| Fluticasone

No medication
Pasture/paddock
Stable/Hay
Fluticasone Fluticasone
Stable/hay Pasture/paddock
_variable dosages . _ 2000 pug q12h N
< — LN >
Months
(tests performed
at the end of the 0 1 6 7 8 9 1
month)
CBC X X X X
Neutrophil gene X
expression
Lymphocyte X
subpopulations
and function
tests
Vaccination X
tetanus
Vaccination IBR X X

Fig 1.

Study time line.
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bovine rhinotracheitis (IBR) vaccine, which also contained bovine
viral diarrhea (type I and II), parainfluenza-3 and syncytial bovine
virus antigens, combined with an appropriate adjuvant.® The exper-
imental vaccination protocol was initiated 2 months after the horses
received their last annual vaccine booster injection. Blood samples
were collected before the st vaccine injection and then sequentially
for 4 months. Serum was separated, aliquoted, and stored at —80°C
until analysis. All blood samplings were performed by jugular veni-
puncture in the morning (before fluticazone administration in the
treated group). As part of the larger study evaluating the reversibil-
ity of pulmonary remodeling, lung biopsies were performed under
thoracoscopic guidance 2 weeks before the beginning of the study,
at approximately 6 months, and after the last CBC sampling at the
completion of this study. Blood samples were collected either before
or at least 1 month after the surgeries to prevent interference with
the results.

Lymphocyte Phenotyping, Activation State, and
Proliferation Assays

Peripheral blood mononuclear cells were isolated with Ficoll gra-
dient centrifugation as described previously.?® Isolated cells were
analyzed by flow cytometry (fluorescent activated cell sorting
[FACS]) for lymphocyte antigen markers (cluster of differentiation
[CD}4 clone HB61A, CDS8 clone HT14A, B cell clone cz2.1).27®
Cell expression of major histocompatibility complex (MHC) class 11
molecules (clone cz11) and lymphocyte function-associated antigen-
1 (LFA-1) (orCDI11a/CDI18, clone cz3.2) also were measured as
markers of lymphocyte activation. The secondary stage used was
fluorescein isothiocyanate-conjugated F(ab’) fragment goat anti-
mouse immunoglobulin G (IgG) (heavy + light chains) antibody.
Samples were analyzed on a FACScalibur flow cytometer equipped
with a 488 um argon laser by Cell Quest Analysis software. Leuko-
cyte subpopulations were displayed in a dot plot and gated
according to size based on forward light scatter, and according to
granularity based on 90° side light scatter.”® A region was placed
around lymphocytes, and data were collected on 10,000 gated cells.
Results indicate percent positive cells and mean fluorescence inten-
sity in the lymphocyte-gated area.

For proliferation assays, lymphocytes were isolated by a
combined carbonyl iron and Ficoll method, and labeled with car-
boxyl-fluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFSE) as described
before.?® Briefly, cells were resuspended in Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) cell culture medium with 10% fetal calf serum
(FCS), antibiotics/antimycotics and mercaptoethanol solution. In
another set of experiments, medium was prepared with 10% auto-
logous serum instead of FCS. Cell suspensions were incubated with
or without addition of pokeweed mitogen (PWM) or concanavalin
A (ConA). Cells were harvested at 96 hours and tested for CFSE
fluorescence with flow cytometry (FL1). A decrease in CFSE mean
fluorescence was considered proportional to the division of fluores-
cence dye to daughter cells at each cell division. Results were
analyzed using the percentage of cells with lower fluorescence than
the control nonstimulated cells.

Gene Expression by Peripheral Blood Neutrophils

Neutrophil Isolation and Culture Conditions. Peripheral
blood neutrophils were isolated using immunomagnetic selection
(magnetic-activated cell sorting) as reported previously.*® Briefly,
neutrophils were retrieved from the leukocyte-rich supernatant by
sequential incubation with primary monoclonal antibody' and sec-
ondary rat anti-mouse IgM antibody conjugated to paramagnetic
microbeads® before being loaded on a ferromagnetic LS separation
column. Cytospin slides were prepared” and stained with Protocol

Hema 3' for differential counting of >400 cells to assess neutrophil
purity. Viability was determined by trypan blue exclusion.

Purified neutrophils were suspended at 5 x 10°cells/mL in cul-
ture medium RPMI 1640’ supplemented with 10% heat inactivated
low-endotoxin FCS, 4mM L-glutamine,’ 100 U/mL penicillin, and
100 pg/mL streptomycin The cells were incubated in 6-well suspen-
sion plates for 5 hours at 37°C, 5% CO, in the presence of 100 ng/
mL lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli 0111:B* and
10nM fMLP* to induce proinflammatory cytokine gene expres-
sion.*® Unstimulated neutrophils were used as control (resting). At
the end of incubation time, 10° cells per test were homogenized in
TRIzol Reagent' and stored at —80°C until RNA extraction. Com-
plementary DNA (cDNA) samples derived from LPS-stimulated
neutrophils with or without dexamethasone (10~¢ M)*! were used to
assess the expression of glucocorticoid (GC)-responsive genes (GC
receptor and glutamine synthetase).

Real-Time Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase
Chain Reaction (qRT-PCR). RNA extraction, reverse-tran-
scription (500 ng total RNA), and real-time PCR were performed
as described previously®? with the Rotor-Gene Real-Time Centrif-
ugal DNA Amplification System 3000.™ Primers pairs were as
follows (5'—3’): interleukin (IL)-8.S (sens) CTTTCTG
CAGCTCTGTGTGAAG and IL-8.AS (anti-sens) GCAGACCT-
CAGCTCCGTTGAC; tumor necrosis factor-alpha (TNF-2).S
CTTGTGCCTCAGCCTCTTCTCCTTC and TNF-a.AS TCTT
GATGGCAGAGAGGAGGTTGAC; GC receptors (GCR).S
TCATTAAGCTCCCCTGGCAGAGAA and GCR.AS ATT-
GAGAGTGAAACGGCCTTGGACG; glutamine synthetase
(glut. Synt.).S ACTGGATTCCACGAAACCTCCAAC and glut.
synt.AS  GCTGCAAGTCTAGTCCGCTTAGTT; Ubiquitin.S
TAGCAGTTTCTTCGTGTCCGT and Ubiquitin.AS TGTAA
TCGGAAAGAGTGCGG. GCR primers were designed to amplify
the precursor (unspliced) transcript encoding both the o and f GCR
isoforms, which are both down-regulated by GC treatment.>> All
primers spanned exon-intron boundaries in order to prevent ampli-
fication of genomic DNA. Values were normalized using ubiquitin
expression as reference gene.

Dosage of Serum-Specific IgG

Serum titers of tetanus toxoid antigen-specific IgGb were deter-
mined by use of ELISAs as described previously.>* Serum titers of
IBR antigen-specific IgG were determined with a commercial
ELISA test kit designed for the detection of IBR antibodies in
bovine serum,” in which a secondary anti-equine monoclonal anti-
body (CVS39%®) was substituted to the anti-bovine 1 provided in
the kit.

Statistical Analysis

By a repeated measures analysis of variance (ANOVA) and by
a sequential Bonferroni’s procedure to adjust comparison-wise o
levels, peripheral blood leukocytes, lymphocytes, neutrophils,
eosinophils, basophils, and monocytes were compared at each time
points between treated and nontreated horses, and within each
group values at each time point were compared with values at base-
line. A repeated measures ANOVA was used to analyze log 10
transformed anti-tetanus and anti-IBR IgGb titers. Analysis was
done by SASv.9.2.°

Unpaired Student’s 7 tests were used to compare proportions of
CD4+ and CD8+ peripheral blood T cells, CD4+/CD8+ ratio,
expression of LFA-1 and CMH II on lymphocytes and monocytes,
and proliferation of lymphocytes after stimulation between the 2
groups at 9 months. Analysis was done by Statview v. 5.0.°

For gene expression by peripheral blood neutrophils, data were
log 10 transformed to normalize distribution. One-way ANOVA
and Bonferroni’s multiple comparison posthoc tests were used to
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assess the in vitro effect of dexamethasone on GC-sensitive genes in
cDNA samples from stimulated neutrophils. Where gene expression
by neutrophils isolated from fluticasone-treated and untreated
horses was compared, 2-way repeated measures ANOVA followed
by Bonferroni’s posthoc comparisons was used to evaluate the effect
of fluticasone treatment and cell stimulation. Analysis was done by
Graphpad Prism 5 software.”

Results
Horses

Inhaled fluticasone administration was well tolerated
by all horses, and administration took approximately 4
minutes. Airway obstruction present at baseline was
resolved for more than 2 months when immune function
parameters were studied. During the 11 months of the
study, 3 horses developed clinical disorders, 2 in the
fluticasone group and 1 in the untreated group. Approx-
imately 6 months after the beginning of the study, a
fluticasone-treated gelding had a suspected episode of
postthoracoscopy telogen effluvium diagnosed on the
basis of clinical findings and histological examination of
skin biopsies. Another treated horse developed a corneal
ulcer believed to be traumatic, which resolved with top-
ical antibiotic treatment. Finally, a horse in the untreated
group developed a warm and painful swelling of the left
front leg, associated with a moderate peripheral blood
neutrophilia (12.5 x 10°/L; reference range, 5.5-12.5 x
10°/L) and hyperfibrinogenemia (5 g/L; reference range,
1-4 g/L) 5 months after the beginning of the study. The
problem resolved with a 5-day course of penicillin and
phenylbutazone. The latter episode began 2 weeks before
the 6-month CBC and vaccination.

Differential White Blood Cell Count

All values remained within reference ranges at all time
points (Fig 2). The only significant change observed was
a decrease in monocyte count in untreated horses be-
tween baseline and 1 month (P = .0045; Fig 2D).

Peripheral Blood Lymphocyte Phenotyping, Activation
State, and Proliferation Assays

No significant differences between fluticasone and un-
treated groups were observed in the proportions of
CD4+ T cells (P = .45), CD8+ T cells (P = .89), and B
cells (P = .83), and in the CD4+/CD8+ T-cell ratio
(P = .68; Fig 3A—D). There was no significant difference
in the proportion of lymphocytes expressing MHC class
IT molecule (90.5 £+ 3.1 and 86.3 £ 6.4% in the fluticas-
one and untreated group, respectively, P = .22) and
LFA-1 molecule (96.4 + 0.7 and 95.1 + 2.6%, P = .30).
The mean fluorescence intensity also was comparable be-
tween the 2 groups for MHC class II (Fig 3E) and LFA-1
(Fig 3F).

The lymphocyte proliferation assays revealed no sig-
nificant difference between fluticasone-treated and
untreated horses with either PWM or Con A stimulation
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Fig 2. Peripheral blood leukocyte (A), segmented neutrophil (B),

lymphocyte (C), and monocyte (D) counts from fluticasone-treated
(black bars) and untreated (white bars) heaves-affected horses before
and after 1, 6, and 11 months of treatment. Mean + SD. *P < .05.

after 4 days of incubation in the presence of either
FCS (Fig 3G and 3H) or autologous serum (results not
shown).
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Fig 3. Peripheral blood CD4+ T lymphocyte (A), CD8+ T lymphocyte (B), CD4/CDS8 T lymphocyte ratio (C), and B lymphocyte distri-
butions (D). Expression (mean fluorescence intensity) of major histocompatibility complex (MHC) class II (E) and lymphocyte function-
associated antigen-1 (LFA-1) (CD11a/CD18) (F) molecules on peripheral blood lymphocytes. Percentage of proliferating lymphocytes (lower
mean fluorescence than control nonstimluated cells) after 4 days of incubation in vitro with concanavalin A (ConA) (G) or pokeweed mitogen
(PWM) (H) and fetal calf serum in the medium; similar results were obtained with autologous serum in the medium. All tests were done in
heaves-affected horses after 9 months of inhaled fluticasone treatment (black bars) or no treatment (white bars). Mean + SD.

Peripheral Blood Neutrophil Gene Expression

The purity and viability of isolated neutrophils was
98.96 + 0.74 and 98.44 + 1.15% (mean + SD), respec-
tively. An 8-month treatment period with fluticasone did
not cause differences in IL-8 and TNFo mRNA expres-
sion in resting and stimulated neutrophils (Fig 4A), nor
did it decrease GC receptor mRNA expression or up-
regulate glutamine synthetase in resting and stimulated
neutrophils when compared with untreated horses (Fig
4B). Conversely, significantly increased glutamine syn-
thetase (P < .05) and decreased GCRs expression (P <
.01) was quantified in cDNA samples from in vitro dexa-
methasone-treated neutrophils (not shown, n = 3),
performed as a positive control.

Serum Anti-Tetanus IgGb Titers

Detectable serum anti-tetanus toxoid IgGb titers were
present in all horses before vaccination (Fig 5). Booster

vaccination at 6 months (Time 0 on Fig 5) resulted in de-
velopment of an antigen-specific IgGb response (P <
.0001) similar in both group of horses (P = .66).

Serum Anti-IBR IgG Titers

As expected, all horses had negative IBR titers before
vaccination. Vaccination with a bovine multivalent vac-
cine including IBR antigens at 6 and 7 months resulted in
development of anti-IBR IgG (P < .0001) of a similar
magnitude (P = .77) in both groups of horses (Fig 6).

Discussion

Prolonged administration of corticosteroids may be
required to control airway obstruction in heaves-affected
horses when appropriate environmental dust control is
not implemented. Because of the adverse effects that
have been observed with the oral or injectable use of
corticosteroids, treatment duration is usually short, from
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group.

days to weeks. Although better tolerated than when sys-
temically administered in human patients, inhaled
corticosteroids have nevertheless been associated with
adverse effects, including a decrease in the immune
response®” and increased susceptibility to infection when
administered over extended periods.*® The risk of infec-
tion was increased especially in elderly patients and in
those with severe airway obstruction, 2 key features of
heaves in horses. In the present study, no adverse alter-
ations of the immune system or clinical adverse effects
were observed over an 11-month period of administra-
tion of fluticasone propionate in horses with heaves.
Innate immunity is responsible for the initial response
to infectious agents, and it was evaluated here by mea-
suring peripheral blood leukocyte count and neutrophil
transcriptional response to bacterial products ex vivo

108

Tetanus IgGb titers

0 1 2 3 4

(refer to Fig 1 for measurement timeline). No significant
alterations in these parameters were observed with fluti-
casone treatment. Neutrophil and monocyte counts
remained within reference ranges at all time points and
did not significantly vary over time in the fluticasone
group. These results are in contrast with the transient pe-
ripheral blood neutrophilia observed after a single
systemic administration of corticosteroids.'*'**® How-
ever, and in agreement with our findings, inhaled
beclomethasone did not alter differential white cell count
over a 22-month treatment course in asthmatic chil-
dren.’” The decrease in peripheral monocyte count in
the untreated group at 1 month was unexplained.
Because factors other than cell number can affect
innate immune function, we also investigated pos-
sible down regulation of proinflammatory cytokine

10 12 16

5 6 7 8

Weeks after vaccination

Fig 5. Tetanus-specific IgGb titers after vaccination with tetanus toxoid (week 0) in fluticasonetreated (dark bars) and untreated (clear bars)
heaves-affected horses. Response to vaccination was significantly different at 2 and 4 weeks (P < .05) within groups, and similar between

groups (P > .05). Mean + SD.
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Fig 6. Infectious bovine rhinotracheitis (IBR)-specific 1gG titers
after vaccination with inactivated IBR at weeks 0 and 3 in fluticas-
one-treated (dark bars) and untreated (clear bars) heaves-affected
horses. Response to vaccination was significantly different (P <
.05) within groups at 3 weeks, and similar between groups (P > .05).
Mean £ SD.

production by neutrophils after 8 months of treatment.
We found no differences in IL-8 and TNFo mRNA base-
line expression, and observed an appropriate response
with LPS and fMLP stimulation in vitro. These results
contrast with the inhibition of equine neutrophil respira-
tory burst and LPS-induced TNFa and IL-8 gene
transcription by dexamethasone observed in vitro.*! Ac-
cordingly, neither of the GC-responsive genes assessed
(GC receptors and glutamine synthetase) were altered in
peripheral blood neutrophils from fluticasone-treated
horses in this study. These results support minimal if
any exposure of circulating neutrophils to fluticasone
and any active metabolite.

To evaluate a possible alteration of the acquired im-
mune system, we first studied the lymphocyte count at 0,
1, 6, and 11 months. In contrast with the transient
lymphopenia observed in horses after a single systemic
administration of corticosteroids,'>'**® no significant
changes in lymphocyte counts were observed with fluti-
casone in the present study. Similar to our findings, no
change in lymphocyte counts was observed in beclo-
methasone-treated children.’” We further evaluated the
peripheral blood lymphocyte subpopulation distribution
(CD4+ and CD8+ T cells, and B cells) and the expres-
sion of cell surface molecules (MHC class I and LFA-1)
after 9 months of fluticasone inhalation, and found no
changes in those parameters. Equine lymphocytes con-
stitutively express the MHC class II and the integrin
LFA-1 molecules. The function of MHC class II in lym-
phocytes is unknown, but expression levels have been
associated with lymphocyte maturation.*® The expres-
sion of integrins is up-regulated when cells are activated,
and they facilitate cell-to-cell interaction for costimula-
tion. Our results contrast with those reported in horses
and human subjects after systemic administration of cor-
ticosteroids. In horses, for example, a decrease in total
lymphocyte count and CD4+/CD8+ ratio and an
increase in the expression of LFA-1 in leukocytes was
observed for 48 hours after administration of a single

0.025mg/kg IV dose of dexamethasone.*® Similarly, in
human subjects, prednisolone and dexamethasone (PO
or IV) cause a decrease in total lymphocyte, T (CD4+
and CD8+), and B cell counts, with the CD4+ T cell
distribution being more severely affected.**** Studies on
the effects of administration of inhaled corticosteroids on
cell-mediated immunity in human and animal subjects
led to conflicting results. A 22-month period inhaled
beclomethasone in asthmatic children did not alter lym-
phocyte subpopulation distributions®” nor did several
weeks of treatment with fluticasone in healthy dogs,41 or
flunisolide in healthy and asthmatic cats.** Contrary to
the effects observed after administration of a single
dose*** and our results, inhaled fluticasone adminis-
tered for 4 weeks to healthy volunteers caused a decrease
in activated CD4+ and CD8+ T cells.?? Duration of
treatment, relatively higher dosage in the study in hu-
mans, and health status of the subjects could explain
these differences. We further measured the proliferative
capacity of lymphocyte in response to mitogens. Prolif-
eration was similar in treated and untreated horses at 9
months, whether lymphocytes were exposed to ConA
(T-cell specific) or to PWM (B and T cells). This response
was independent of the presence of autologous horse se-
rum, which could have promoted a more sustainable
effect comparable to the in vivo condition. These results
are in agreement with studies in human and
animal subjects after inhaled or systemic corticosteroid
administration.'*!*2>37 Only prednisolone PO has been
shown to induce a transient (<24 hours) decrease in
phytohemaglutinin-induced lymphocyte proliferation.*

Humoral immunity was investigated by measuring the
primary response to an unknown antigen to horses (IBR
antigen) and the anamnestic response to tetanus toxoid.
Both groups responded with a similar increase in titers
against these 2 antigens, despite 6 months of treatment
with fluticasone. This finding contrasts with the almost
complete abrogation of IgGa and IgGb response to a
bovine viral vaccine observed with dexamethasone
(0.2mg/kg IM, twice a week) in horses.'> However, these
results are in agreement with the normal IgG vaccinal
response of COPD and asthma patients when treated with
inhaled corticosteroids,*> " and after the administration
of a single dose of dexamethasone to healthy horses.*®

To the authors’ knowledge, no direct effect of the
horse’s environment on its systemic immune system has
been established. However, from the 6th month of the
study, all horses were out in paddocks or pastures. Thus,
neutrophil gene expression measurement and lympho-
cyte function tests were performed when both groups of
horses had been out in pasture for 2 and 5 months, re-
spectively. These time points were chosen in order to
prevent a possible effect of variable environments on the
parameters studied.

In summary, this study shows that long-term treat-
ment of heaves-affected horses with inhaled fluticasone
at the therapeutic dosage has no detectable effect on the
innate and acquired humoral and cell-mediated-immune
parameters studied. These results indicate that this treat-
ment would not preclude the use of vaccines in heaves-
affected horses.



8 Dauvillier et al

Footnotes

#Flovent, Glaxo Wellcome, Mississauga, ON, Canada

quuine Aeromask, Trudell Medical International, London, ON,
Canada

¢ Advia 120 Hematology System, Siemens Healthcare Diagnostics,
Deerfield, IL

4 Tetanus Toxoid, Serial No.: 1630104B, Fort Dodge Wyeth Animal
Health, TA

®Triangle 4 + Type II BVD, Serial No.: 178191A, Fort Dodge
Wyeth Animal Health

T4DH24A, VMRD Inc, Pullman, WA

€MACS, Miltenyi Biotec, Auburn, CA

hCytospin 2, Shandon, Southern Instruments, Sewickley, PA

I Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada

JGIBCO, Invitrogen, Burlington, ON, Canada

K Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada

'nvitrogen

™ Corbett Research, Montreal Biotech, Montreal, QC, Canada

"Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR-Ab) Svanovir, Savnova
Biotech Ab, Uppsala, Sweden

°SAS Institute Inc, Cary, NC

P GraphPad Software Inc, La Jolla, CA
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Recent studies suggest that airway smooth muscle remodeling is an
early eventin asthma, but whether it remains a dynamic process late
in the course of the disease is unknown. Moreover, little is known
about the effects of an antigenic exposure on chronically established
smooth muscle remodeling. We measured the effects of antigenic
exposure on airway smooth muscle in the central and peripheral
airways of horses with heaves, a naturally occurring airway disease
that shares similarities with chronic asthma. Heaves-affected horses
(n = 6) and age-matched control horses (n = 5) were kept on pasture
before being exposed to indoor antigens for 30 days to induce air-
way inflammation and bronchoconstriction. Peripheral lung and
endobronchial biopsies were collected before and after antigenic
exposure by thoracoscopy and bronchoscopy, respectively. Immu-
nohistochemistry and enzymatic labeling were used for morpho-
metric analyses of airway smooth muscle mass and proliferative and
apoptotic myocytes. In the peripheral airways, heaves-affected
horses had twice as much smooth muscle as control horses. Remod-
eling was associated with smooth muscle hyperplasia and in situ
proliferation, without reduced apoptosis. Further antigenic expo-
sure had no effect on the morphometric data. In central airways,
proliferating myocytes were increased compared with control
horses only after antigenic exposure. Peripheral airway smooth
muscle mass is stable in chronically affected animals subjected to
antigenic exposure. This increased mass is maintained in a dynamic
equilibrium by an elevated cellular turnover, suggesting that target-
ing smooth muscle proliferation could be effective at decreasing
chronic remodeling.

Keywords: asthma; animal model; peripheral airways; heaves

Increased airway smooth muscle (ASM) mass is a prominent
feature of patients with asthma, and may play a central role in
allergen-induced bronchospasms and airway hyperresponsive-
ness to nonspecific agonists (1). ASM remodeling was demon-
strated in the airways of patients with asthma, whether samples
were obtained from lung resections or autopsy specimens (2-5),
or from endobronchial biopsies (6-9). Although ASM remod-
eling is considered a target for novel therapies (10, 11), the
processes leading to and, to a greater extent, maintaining ASM
thickening in chronic disease are unknown. The question is not
trivial, because therapeutic approaches targeting established
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CLINICAL RELEVANCE

Recent studies suggest that airway smooth muscle remod-
eling is an early event in asthma, but whether it remains
a dynamic process late in the course of the disease, and
how antigenic exposure affects established remodeling, are
unknown. We showed that a 30-day antigenic exposure had
little effect on established remodeling in diseased animals,
despite the development of inflammation and bronchocon-
striction. In peripheral airways, airway smooth muscle
remodeling appears to be maintained in a dynamic equi-
librium by an elevated turnover with in situ proliferation,
suggesting that targeting airway smooth muscle prolifera-
tion may be effective at decreasing its mass.

remodeling would differ if the remodeling was the result of
ongoing proliferation or else a decrease in cellular death. This is
of particular interest in small airways, where direct therapeutic
interventions such as bronchial thermoplasty are not possible
(12). Recent studies also highlighted the important contribu-
tions of the small airways in asthma, while recognizing the dif-
ficulty of sampling and imaging those airways (13, 14). Among
the advantages of using large animal models is the possibility of
repeated sampling of peripheral airways, along with the possi-
bility of controlling their environment and treatment, but
without the genetic homogeneity of inbred colonies.

Heaves is a naturally occurring disease of horses, associated
with domestication and hay feeding, that shares similarities with
asthma, including reversible antigen-induced bronchoconstric-
tion, the accumulation of mucus, and airway inflammation. Ten
to fifteen percent of adult horses are affected by this condition,
characterized by episodes of coughing, wheezing, and exercise
intolerance that can be controlled by environmental management
(i.e., avoiding the offending indoor antigens, usually organic dust
from poorly conserved hay), or with corticosteroids and bron-
chodilators (15). Similar to certain categories of asthma, intra-
luminal inflammation is predominantly neutrophilic, although it
was linked to Th2 cytokines in some studies (16, 17). The features
of airway remodeling resemble those of asthma, and include
epithelial detachment and regeneration, goblet-cell hyperplasia,
and increased bronchial and bronchiolar smooth muscle (18, 19).
Although heaves is caused by antigens in moldy hay, it does not
resemble extrinsic allergic alveolitis, because interstitial fibrosis,
alveolitis, lymphocytic bronchoalveolar lavage inflammation, and
restrictive pulmonary dysfunction are not characteristic of the
disease (20, 21). As in humans, the reversibility of established
ASM remodeling in adult horses has yet to be demonstrated.

In this study, we hypothesized that (/) heaves-affected
horses have greater ASM mass than age-matched control horses
kept in the same environment; (2) a month-long antigenic
exposure would further increase ASM mass in heaves-affected
horses; (3) this greater ASM mass would be at least partly
attributable to hyperplasia; and (4) similar changes would be
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evident in the peripheral airways (full-thickness biopsies) and in
endobronchial biopsies (partial sampling of airway walls). To
test these hypotheses, we exposed heaves-affected horses and
control horses to poorly cured hay, and examined ASM in
peripheral and endobronchial biopsies, harvested before and
after exposure, via morphometric analyses of ASM mass and
markers of proliferation and apoptosis.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Design

Data were collected after horses had been on pasture for more than 3
months (baseline) and after 1 day (pulmonary function and bronchoal-
veolar lavage only) and 30 days of stabling and exposure to poorly
cured hay (antigenic exposure).

Animals

Six heaves-affected horses and five age-matched control horses were
studied. Heaves-affected horses had a well-documented 3-10-year
history of reversible airway obstruction and inflammation upon expo-
sure to hay. Horses were deemed otherwise healthy, based on physical
examination, blood count, and biochemistry. Animal manipulations
were performed in accordance with the guidelines of the Canadian
Council for Animal Care.

Pulmonary Function

In unsedated animals, pulmonary resistance and elastance were
calculated from the flow rates obtained from a heated pneumotacho-
graph attached to a mask, and transpulmonary pressure was derived
from an esophageal catheter (22).

Bronchoalveolar Lavage

Two 250-ml boluses of isotonic saline were instilled in the main bronchi
through a 2.5-m bronchoscope (Olympus Medical Systems Corp.,
Tokyo, Japan), as previously described (16). Cytospins were stained
with Wright-Giemsa and Toluidine blue. Additional information is
available in the online supplement.

Endobronchial Biopsies

Biopsies were performed in the contralateral lung after bronchoalveo-
lar lavage (BAL), using disposable forceps (Olympus Medical Systems
Corp.). Biopsies (median, n = 5; range, n = 3-8) were taken from
different branching sites, starting approximately 30 cm distal to the
carina and moving cranially.

Lung Biopsies via Thoracoscopy

Peripheral lung tissue (8-12 cm?®) was harvested in the caudo-dorsal
region of the lung from standing, sedated animals (23). Samples were
fixed for 24 hours in 4% formaldehyde and embedded in paraffin.

Immunostaining and Enzymatic Labeling

Immunohistochemical staining was performed for the colocalization of
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) with smooth muscle—specific
a-actin (18). Apoptosis was detected using the terminal deoxynucleo-
tidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labeling
(TUNEL) assay. Additional information is available in the online
supplement.

Morphometric Analysis

In peripheral lung biopsies, the ASM area of airways in cross section
was measured using Image-Pro Plus software (MediaCybernetics,
Carlsbad, CA). The ASM area (median number of airways per animal,
10; range, 5-17), ASM nuclei (median number per animal, 8; range,
4-17), PCNA™ myocytes (median number per animal, 8; range, 1-17),
and TUNEL* myocytes (median number per animal, 7; range, 4-7)
were corrected by the internal perimeter squared to account for
variations in airway size (24). In endobronchial biopsies, the ASM
area was measured as a ratio of the biopsy area (5; 3-8), and ASM cells
(median number for PCNA*, 4; range, 1-5; median number for

TUNEL", 3; range, 1-4) were counted in random fields over 1-2 X 10*
pm?. Measurements were performed by one investigator (M.L.)
blinded to group and the time point of sample collection.

Statistical Analysis

Group characteristics (age, weight, and gender) were analyzed according
to the Mann-Whitney test, and physiologic data (function and BAL)
were analyzed according to repeated-measures ANOVA with a priori
contrasts. Morphometric data were analyzed according to paired and
unpaired two-tailed ¢ tests, using an average value for each animal at
each time point. Normality was assessed according to the Kolmogorov-
Smirnov test and visual inspection of the data. BAL cell counts and mast-
cell percentages were transformed (log and arcsine square root, re-
spectively) before analyses. The software SAS version 9.1 (SAS Institute,
Cary, NC) was used, and P < 0.05 was considered significant.

RESULTS

Animals

Ages, weights, and proportions of mares in heaves-affected
horses were not statistically different from those of control
horses (ages for heaves-affected horses: median, 16 years; range,
15-20 years; ages for control horses: median, 14 years; range,
11-17 years; weights of heaves-affected horses: median, 467 kg;
range, 444-515 kg; weights of control horses: median, 504 kg;
range, 450-555 kg; proportions of mares: four heaves-affected
horses, and five control horses).

Lung Function

Under conditions of low antigenic exposure, the lung function of
heaves-affected horses was not different from that of control
horses. Antigenic exposure induced significant airway obstruction
only in diseased animals. Figure 1 depicts pulmonary resistance
and elastance after 3 months of antigen avoidance (baseline) and
after 1 and 30 days of exposure to indoor antigens.

BAL

Antigenic exposure induced a significant increase in the percent-
age of neutrophils and mast cells in heaves-affected horses after
1 and 30 days, along with a decrease in the percentage of lym-
phocytes. In control horses, a transient increase in neutrophils
was also present on Day 1 (Figure 2). In absolute cell counts, no
significant change was evident over time in the number of total
cells, lymphocytes, macrophages, or eosinophils recovered from
BAL in either group. An increase from baseline occurred in
neutrophils and mast cells in both groups after 1 day and in mast
cells after 30 days in heaves-affected horses (Table 1).
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Figure 1. Pulmonary resistance (A) and elastance (B) after 3 months of
antigen avoidance (Baseline) and after 1 and 30 days of antigenic
exposure. Heaves-affected horses, n = 6; control horses, n = 5. Mean *
SD. **Different from Baseline and Day 1 within the same group, and
different from controls at the same time point, P < 0.01.
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Figure 2. Differential cell count of bronchoalveolar lavage (BAL) after 3
months of antigen avoidance (baseline = Day 0), and after 1 and
30 days of antigenic exposure. Heaves-affected horses, n = 6; control
horses, n = 5. Mean *= SD. *Different between groups at one time
point. TDifferent from baseline within the same group, P < 0.05.
*QOutliers.

Airway Smooth Muscle in Peripheral Airways

Figure 3A illustrates ASM stained by immunohistochemistry
in a peripheral airway. Individual airways of heaves-affected
horses exhibited increased ASM mass, which was more pro-
nounced in the most peripheral airways (Figure 4). In horses
with heaves, mean ASM mass (Figure 5A) and myocyte nuclei
per perimeter length (Figure 5SB) were approximately 2-fold
greater than in control horses, and were unaffected by a 30-day
antigenic exposure. The greater ASM mass observed was not
associated with a higher cell density (ASM nuclei per ASM
area), but with a significantly lower density (Figure 5C). These
findings suggest contributions by both hyperplasia and hyper-
trophy to ASM remodeling in peripheral airways, with a greater
contribution of hyperplasia.

Proliferation and Apoptosis of Airway Smooth Muscle
in Peripheral Airways

At baseline, both PCNA™* myocytes and TUNEL* myocytes
(Figures 3C and 3D) were more numerous in heaves-affected
horses than in control horses, which suggests that chronic ASM
remodeling is associated with an increased cellular turnover,
because both proliferation and apoptosis were increased (Fig-
ures 6A and 6B, baseline). This high turnover was unaffected by
the 30-day exposure. In contrast, control animals showed an
increase in both proliferative and apoptotic cells after antigenic

exposure, compared with baseline (PCNA™, 2.1-fold increase,
P =0.01; TUNEL", 2.4-fold increase, P = 0.06) (Figure 6). This
increase remained below the level observed in heaves-affected
horses, and was not associated with a change in ASM mass
(Figure 5A).

Airway Smooth Muscle Proliferation and Apoptosis
in Endobronchial Biopsies

At baseline, no difference was evident between groups in terms
of ASM area percentage (Figures 3B and 7A), proliferative
density (PCNA™ cells/ASM area) (Figure 7C), and percentage
of proliferating airway myocytes (Figure 7D), or in terms of
apoptotic density (TUNEL™" cells/ASM area) (Figure 7E) and
percentage of apoptotic myocytes (Figure 7F). Only a modest
increase in myocyte density (myocyte nuclei/ASM area) was
evident in heaves-affected animals (Figure 7B). After antigenic
exposure, the ASM area percentage decreased in heaves-affected
horses (i.e., biopsies performed during ongoing bronchospasm),
but remained stable in control animals. The proliferative density
and percentage of proliferating airway myocytes were signifi-
cantly greater in heaves-affected horses after antigenic exposure,
compared with control horses (Figures 7C and 7D). No signifi-
cant difference was evident between groups and time in terms of
TUNEL* myocytes (Figures 7E and 7F). Interestingly, approx-
imately 50% of PCNA™* ASM cells were found in clusters of
three or more cells (data not shown).

DISCUSSION

In this study, we examined the effects of antigenic exposure on
ASM mass, proliferation, and apoptosis in the peripheral and
central airways of mature animals with preexisting ASM re-
modeling that had been through multiple cycles of antigenic
exposure, bronchospasm, and inflammation throughout their
lives. After this natural challenge, only heaves-affected horses
developed airway obstruction and sustained BAL inflammation.
In peripheral airways, ASM remodeling appears to have reached
a new dynamic equilibrium, characterized by a high cellular
turnover where ASM mass, myocyte number, and markers of
proliferaton and apoptosis were increased compared with
control horses, but were unaffected by an antigenic challenge.
Antigenic exposure increased markers of proliferation and
apoptosis in control horses without affecting their ASM mass.
In the central airways, proliferative myocytes were increased in
diseased animals only after challenge, and antigenic exposure

TABLE 1. CELL COUNTS IN BRONCHOALVEOLAR FLUID

Antigenic Exposure Antigenic Exposure

Baseline (1 Day) (30 Days)

Total cell count (x107) C 4.17 (1.45) 7.13 (2.69) 7.97 (0.73)
H 3.45 (3.59) 8.82 (6.91) 5.91 (13.08)

Neutrophils (X107) C 0.04 (0.02) 1.53 (1.16)* 0.80 (0.43)

H 0.03 (0.06) 4.28 (4.29)* 0.90 (1.80)

Lymphocytes (X107) C 2.02 (1.16) 1.95 (0.97) 3.69 (1.40)

H 2.20 (2.09) 1.48 (0.97) 2.00 (4.50)

Macrophages (X107) C 2.11 (0.51) 3.50 (1.32) 3.36 (1.28)

H 1.21 (1.53) 2.96 (2.00) 3.03 (6.78)

Eosinophils (X10%) C 0.00 (0.00) 1.09 (1.49) 3.42 (5.56)

H 0.09 (0.21) 0.95 (1.58) 0.02 (0.06)

Mast cells (X10%) C 0.00 (0.00) 1.08 (1.17)* 0.00 (0.00)
H 0.01 (0.01) 5.65 (6.61)* 0.46 (0.73)*t

Definition of abbreviations: C, control horses; H, horses with heaves.

Values are presented as mean (SD).
* Different from baseline within the same group, P < 0.05.
T Different between groups at one time point, P < 0.05.
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Figure 3. Airway smooth muscle (arrows) (smooth muscle «-actin
stained by immunohistochemistry) in peripheral lung biopsies (A) and
endobronchial biopsies (B). Airway myocytes were positive for pro-
liferating cell nuclear antigen (PCNA) (C) and terminal deoxynucleo-
tidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labeling
(TUNEL) (D) (arrowheads). Original magnifications: X10, x4, X20, and
x40 for A, B, C, and D, respectively.

exerted no measurable effect on control horses. We confirmed
our hypothesis, which stated that heaves-affected horses have
greater ASM mass than age-matched control horses, and that
this remodeling is maintained in part by hyperplasia. However,
a month-long antigenic exposure did not further increase ASM
mass, and we could not correlate the changes seen in peripheral
airways with the changes in endobronchial biopsies.

Inflammation, Bronchoconstriction, and Remodeling

Exposure to indoor antigens induced marked and persistent
airway neutrophilia in heaves-affected horses. The neutrophil
percentage in BAL, more than in absolute cell counts, has proven
useful in monitoring environment-induced airway inflammation
in horses (15), but healthy animals can also develop transient
inflammation under similar conditions (25). That was the case
here, although to a lesser extent than in heaves-affected animals,
and without the development of concomitant airflow limitation
or increased ASM mass. The present study indicates that the
transient inflammation resulting from antigen exposure in
healthy animals also leads to an up-regulation of ASM turnover
(seen in peripheral airways), without an association with airway
obstruction or thickening of the ASM. The inflammation-
induced up-regulation of ASM turnover therefore appears to be
part of a normal response in healthy subjects. However, we
cannot conclude whether ASM remodeling in diseased animals
is only the result of a greater and more persistent inflammation,
or is the result of factors intrinsic to ASM, as suggested by
in vitro studies (26, 27).

ASM Remodeling in Peripheral Airways and Lung Function

Using postmortem lung samples, Herszberg and colleagues (18)
showed that horses with heaves manifest more ASM in their
medium and small airways than horses without respiratory

disease. In the present study, we confirmed and extended these
findings by housing age-matched control horses in the same
environment and by examining the effects of antigenic exposure
on parameters of remodeling. Although all the heaves-affected
horses had a greater mean peripheral ASM mass than did the
control horses, this mass was not correlated with pulmonary
resistance or elastance when horses were symptomatic (data not
shown). This finding is in agreement with the findings of James
and colleagues (5), in which small airway smooth muscle thick-
ness was not correlated with severity of asthma, despite an
increase in thickness compared with control samples. In that
study of human asthma using postmortem specimens, only ASM
in medium and large airways was associated with disease
severity. This result is unlikely to mean that ASM remodeling
in small airways is irrelevant, but more likely that clinical signs
and criteria of severity based on need for therapy (as in James
and colleagues [5]) or conventional assessments of pulmonary
function correlate better with larger airway bronchospasm.
Moreover, when horses were asymptomatic (at baseline), no
difference in lung function was detectable, despite the presence
of ASM thickening. This finding is in agreement with a mathe-
matical model predicting that ASM thickening without concur-
rent bronchoconstriction exerts only a mild effect on airway
caliber and lung function (28). More refined techniques to
assess function, and especially peripheral airway obstruction,
may have shown low-grade persistent airflow obstruction.

ASM Remodeling in Peripheral Airways: Contribution
of Hyperplasia to ASM Remodeling

Horses with heaves have more than twice as much ASM mass
and approximately twice as many airway myocytes in their
peripheral airways as age-matched control animals. This alter-
ation in ASM is associated with an increase in proliferating
airway myocytes, rather than a decrease in apoptosis. These
results are consistent with a previous study on postmortem
equine lung tissue (18). The relatively greater increase in
proliferating myocytes than in ASM mass (4.2-fold versus 2.3-
fold at baseline, respectively) suggests that in situ proliferation
accounts for some of the increase in ASM, even if the
percentage of proliferating airway myocytes was not signifi-
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Figure 4. Airway smooth muscle area corrected for internal perimeter
squared in peripheral airways at both time points. The internal
perimeter of the airways in cross sections ranged from 0.2-4.8 mm
(x-axis). Logarithmic regression lines illustrate trends for diseased
animals (solid line) and control horses (dashed line). Control horses,
n = 108 airways. Horses with heaves, n = 109 airways.
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cantly different in the peripheral airways (data not shown). The
differences in myocytes per airway perimeter squared and per
measured surface suggest a contribution of both hyperplasia
(i.e., increased mass resulting from increased cell number) and
cellular hypertrophy. The contribution of cellular hypertrophy
is consistent with the increased cell size described in patients
with asthma (3, 9, 29), but hypertrophy was not demonstrated in
all patients (7, 30). The decrease in myocyte nuclei per unit area
could also be attributable to an increase in extracellular matrix
deposition within the smooth muscle bundle, because we did
not measure cell size directly. Nevertheless, these phenomena
are not mutually exclusive, and in asthma, evidence exists of
both hypertrophy and hyperplasia (3, 9, 29, 31, 32), along with
increased extracellular matrix (33, 34), and with possible re-
gional differences within the bronchial tree (3). Finally, evi-
dence that ASM hyperplasia in chronic ASM remodeling is at
least partly attributable to in situ proliferation suggests that
limiting the proliferative capacity of airway myocytes may be of
therapeutic value, even without directly inducing cell death.

ASM Remodeling in Peripheral Airways: Limited Effect
of Antigenic Exposure in Heaves-Affected Horses

The parameters of ASM remodeling were not affected by a
month-long antigenic exposure in heaves-affected horses. The
lack of further increase in ASM mass or cell number suggests
that ASM remodeling may reach a plateau after a certain mass
is attained. By showing that ASM remodeling can occur early in
the natural progression of asthma (35) and that ASM thickening
correlates better with severity than with duration, James and
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colleagues (5) findings indirectly support this concept of plateau
or equilibrium in ASM remodeling. This plateau, or dynamic
equilibrium, may prevent complete airway obstruction by ASM
(a phenomenon not known to occur in heaves or in fatal
asthma). Interestingly, antigenic exposure was associated with
a modest but significant rise in proliferative and apoptotic cells
only in control animals, which developed transient inflamma-
tion without airflow limitation. Taken together, these results
suggest that the normal response to a transient inflammatory
event is an increase in myocyte proliferation and an appropriate
compensatory increase in apoptosis, whereas more pronounced
or persistent inflammation leads to an increase in ASM mass in
diseased animals. We postulate that after the ASM mass
reaches a new dynamic equilibrium, as in the peripheral airways
of chronically affected horses, myocytes show an elevated base-
line turnover that is no longer affected by antigenic exposure.
Ongoing tissue inflammation may also persist in asymptomatic
heaves-affected horses, and may contribute to the ongoing pro-
liferation and apoptosis observed at baseline. However, it is
difficult to predict whether a longer exposure could have led to
an alteration in this dynamic equilibrium in heaves-affected
horses. Because the control horses have spent most of their
lives exposed to hay, longer exposure would not likely have led
to an increase in their ASM mass.

ASM Remodeling in Central Airways: Bronchospasm Affects
ASM Quantification in Equine Endobronchial Biopsies

At baseline, ASM area percentage in endobronchial biopsies
was not significantly increased in heaves-affected horses. Most
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Figure 7. Airway smooth muscle in endobronchial biopsies. (A)
Percentage of ASM area (ASM area/biopsy area). (B) Myocyte density
(myocyte nuclei/ASM area). (C) PCNA* myocyte density (PCNA*
myocytes/ASM area). (D) Percentage of PCNA* airway myocytes. (E)
TUNEL* myocytes density (TUNEL* myocytes/ASM area). (F) Percent-
age of TUNEL* airway myocytes. Biopsies were performed after 3
months of antigen avoidance (Baseline) and after 30 days of antigenic
exposure. Heaves-affected horses, n = 6 (except for B, exposure n = 5);
control horses, n = 5 (except for B-D, n = 4). Horizontal bars represent
the mean. *P < 0.05.

studies of human patients found an increase in ASM area (total
or percentage) (6, 8, 9, 35), although a few could not demon-
strate a difference between groups (36), or else the difference
was evident only in patients with severe but not intermittent
asthma (9). In the present study, a significant decrease in ASM
area percentage was observed after antigenic exposure. Kelly
and colleagues (37) noted a similar decrease 24 hours after an
allergen challenge in patients with asthma, which they attrib-
uted to a dedifferentiation to myofibroblasts. The decrease of
ASM ratio after exposure could indeed represent an increase in
other subepithelial components, but we also found that sam-
pling during ongoing bronchospasm made the positioning of the
biopsy forceps more difficult and the sampling more likely to be
superficial, because the carinae thicken with constriction. Al-
ternatively, the lengthening of the airways that may occur
during hyperinflation (38) could increase the distance of the
ASM from the carinae. Furthermore, two-dimensional morpho-
metric analysis may not be appropriate for the quantification of
equine ASM using endobronchial biopsies, regardless of clinical
stage, because of the smaller size of the forceps relative to the
bronchial carina. Because these results suggest that broncho-
constriction may affect morphometric measurements, a bron-
chodilator could be used at the time of sampling to avoid this
possible confounding factor in the future.

ASM Remodeling in Central Airways: Evidence of ASM Cell
Hyperplasia in Endobronchial Biopsies

Despite the difficulties in quantifying ASM in endobronchial
biopsies, data on proliferating and apoptotic myocytes were still
obtained. The greater proliferation density and percentage of
proliferating airway myocytes in heaves-affected horses after
antigenic exposure, without a concurrent increase in apoptosis,
are suggestive of in situ proliferation, even if no increase in
ASM mass was demonstrated in these biopsies. The observation
that approximately 50% of proliferating myocytes were found
in clusters also supports the presence of in situ proliferation,
possibly by the autocrine feed-forward mechanism described by
Johnson and colleagues (39), or because of a localized source of
growth factors. ASM proliferation was only recently shown to
play a role in ASM remodeling in patients with severe, long-
standing asthma (40). Previously, James and colleagues (41)
found a percentage of PCNA™ myocytes in a range similar to
the one detected here (5-8%), but with no difference between
patients with asthma and control subjects, whereas others failed
to detect proliferation markers (PCNA, Ki67, or cyclin D1) in
ASM bundles (9, 42, 43). However, in our study, the difference
was significant only after antigenic exposure, and after subjects
became symptomatic and had gone untreated for a prolonged
period, which is less likely to occur in patients with asthma. The
severity of disease (7) or the use of corticosteroids (42) can also
account for some variations, but the processes leading to ASM
hyperplasia may also differ among species (44).

This equine model of chronic asthma produced evidence of
hyperplasia associated with in situ proliferation, as well as of
possible hypertrophy in remodeled ASM. An antigenic exposure
had no effect on morphometric measurements in peripheral
airways and little effect on the percentage of proliferating
myocytes in endobronchial biopsies in these chronically affected
animals. These findings are in agreement with the concept that
ASM remodeling is an early event in asthma and remains stable
in terms of mass later in life (5, 45). We conclude that in
peripheral airways at least, ASM remodeling reaches a new
dynamic equilibrium in which the increased mass is maintained
with an elevated turnover. This finding also suggests that limiting
the proliferative capacities of airway myocytes may have a ther-
apeutic value, even without directly inducing cell death.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Glucocorticoids have potent anti-inflammatory properties and are frequently
IL-8 used for the treatment of domestic animal species, including horses. They induce a down-
Glucocorticoids regulation of multiple inflammatory pathways through both genomic and non-genomic
RU486

effects. Currently, little is known on the effects of glucocorticoids on equine peripheral
blood neutrophils.
Hypothesis: Dexamethasone (DEX), a potent synthetic glucocorticoid, inhibits the
functions of equine peripheral blood neutrophils through both genomic and non-genomic
effects.
Animals: Six healthy adult mixed breed female horses.
Methods: To assess the genomic effects of DEX, peripheral blood neutrophils were isolated
using a gradient technique and incubated 6 h with 100 ng/m] LPS and 10~ M DEX alone, or
combined with the glucocorticoid receptor (GR) inhibitor RU486 (10> M). Messenger
RNA for IL-8, TNF-a and TLR-4 were measured using real-time RT-PCR. The non-genomic
effects of DEX were studied in neutrophils incubated with 5 wM dichlorodihydrofluor-
escein (DCF) and 10~ M DEX 5, 10 and 15 min prior to being stimulated with 5 ng/ml
phorbol myristate acetate. Neutrophils were similarly co-incubated with DEX (1076 M,
15 min) and RU486 (10> M) to evaluate the contribution of the GR to these effects. The
oxidation of DCF was studied using flow-cytometry.
Results: Neutrophils stimulation with LPS resulted in a significant increase in IL-8, TNF-a
and TLR-4 mRNA expressions (p < 0.0001); incubation with DEX significantly down-
regulated this process (p < 0.0001). DEX significantly reduced oxidation of DCF after 10
and 15 min of incubation (p < 0.0001). Those effects were mediated through the GRs.
Conclusion: DEX exerts anti-inflammatory effects on equine peripheral blood neutrophils
through both genomic and non-genomic pathways.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

RT-PCR
Flow-cytometry

1. Introduction domestic animal diseases. Their anti-inflammatory effects
were believed to occur primarily through activation the

Glucocorticoids (GC) are potent anti-inflammatory glucocorticoid receptor (GR) present in the cell cytoplasm,
drugs used for the treatment of a number of human and which, after translocation to the nucleus, interferes

directly with gene transcription. This pathway is called
- “genomic” (Bamberger et al., 1996). The effects of GC may
* Abstract presented at the 24th Annual ACVIM Forum 2006, Louisville, also be mediated without involvement of a GR, either

KY. _ ) » o through membrane-bound receptors, or as direct altera-
* Corresponding author at: Faculty of Veterinary Medicine, Université i f th ti fth 1l b R tlv. GC
de Montréal, C.P. 5000, Saint-Hyacinthe, Québec, J2S 7C6 Canada. lon of the properties of the cell membranes. Recently,
el have also been shown to inhibit inflammation through
1 non-genomic pathways, which vary according to the cell
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type (Stellato, 2004). Compared to the genomic effects,
they are faster and do not require gene interaction. There is
still a great controversy on the receptors used in this
pathway (Losel et al., 2003).

In horses, GC are commonly used for the treatment of
inflammatory diseases such as heaves and osteoarthritis.
Even though GC are potent drugs for the control of clinical
signsin heaves, airway neutrophilia, a characteristic finding,
often persists after drug administration (Cornelisse et al.,
2004; Lavoie et al., 2002; Robinson et al., 2002; Rush et al.,
1998a,b). It has been suggested that this apparent dissocia-
tion between the improvement of clinical signs and
persistence of airway neutrophilia may be due to lesser
effects of GC on this cell population (Schleimer, 2004). An
increase in neutrophil half-life due to reduced apoptosis of
neutrophils caused by GC may also contribute to this
observation (Cox and Austin, 1997; Schleimer, 2004).

In heaves, dexamethasone (DEX), a potent GC drug,
reduces airway obstruction within 3-7 days of drug
administration (Picandet et al.,, 2003; Robinson et al.,
2002). This delay of response suggests that GC exert their
effects in this condition primarily through inhibition of the
genomic pathways. Interestingly, however, Cornelisse
et al. (2004) recently demonstrated that DEX causes
significant improvement in lung function in heaves
affected horses within 2 h of administration. A similar
finding as also been observed in a model of allergic asthma
in the guinea pig, where inhalation of budesonide before a
challenge with ovalbumin attenuated the airway obstruc-
tion within 10 min of drug administration. Combined,
these results suggest that the non-genomic effects of GC
may be relevant to the treatment of airway diseases.

Because a better understanding of the molecular
signaling cascade associated with disease may lead to
the development of targeted therapies, we evaluated the
effects of DEX on genomic and non-genomic pathways on
equine peripheral blood neutrophils and we hypothesized
that if DEX had an activity on neutrophils, it would be
mediated through the classic GR.

2. Materials and methods
2.1. Animals

All experimental procedures were performed in accor-
dance with the guidelines of the Canadian Council of
Animal Care and were approved by the Animal Care
Committee of the Faculté de Médecine Vétérinaire de
I'Université de Montréal. Six healthy adult mixed breed
female horses, weighing 400-500 kg (age 8 + 2 years), were
used for the study. The health status of each animal was
assessed by a complete physical examination on the day of
blood sampling. Medical records were also reviewed for
diseases or drug administration within the last 2 weeks.

2.2. Sample collection

Peripheral blood was collected by jugular venipuncture
into sterile lithium heparin Vacutainers (Becton, Dickinson
Vacutainers, CA) and kept at room temperature until
processed, within 30 min.

2.3. Experiment 1: evaluation of the genomic effects of DEX on
equine peripheral blood neutrophils

2.3.1. Neutrophil isolation from blood

Equine peripheral blood neutrophils were isolated
using a Ficoll-Hypaque separation technique (Lympho-
lyte-poly, Cedarlane, CA) according to the manufacturer’s
instructions. The purified neutrophils were then sus-
pended in RPMI 1640 (GIBCO, CA) and supplemented with
10% low endotoxin fetal bovine serum, 2 mmol/l of L-
glutamine, 100 U/ml of penicillin and 100 pg/ml of
streptomycin (Sigma-Aldrich, CA). Total cell counts were
determined using a hemocytometer and viability was
assessed by the Trypan blue dye exclusion test (Trypan
Blue, GIBCO, CA).

Aliquots of 5 x 10° neutrophils/ml were incubated at
5% CO, and 37 °C with 100 ng/ml of lipopolysaccharides
(LPSs from E.coli 0111:B4) (Sigma-Aldrich, CA) and 10-°M
DEX (Vetoquinol, CA) alone (Chang et al., 2004; Cox, 1995;
Garcia et al., 2003; Wertheim et al., 1993) or combined
with 107> M of the GR inhibitor RU486 (Mifepristone,
Sigma-Aldrich, CA). Neutrophils incubated in RPMI alone
and neutrophils stimulated with LPS alone were used as
negative and positive controls, respectively. After 6 h of
stimulation, the cells were harvested, suspended in
TriZol® Reagent (GIBCO, CA) and stored at —80 °C until
further analyses.

2.3.2. Reverse transcription and real-time polymerase chain
reaction (PCR)

Total cellular RNA was extracted from TriZol™ Reagent
according to the manufacturer’s instructions. The con-
centration and the purity of RNA were determined by
spectrophotometry. Reverse transcription was performed
according to the manufacturer instructions. The cDNA
strands were generated using oligo(dT) primers (Invitro-
gen Corporation, CA) and AMV reverse transcriptase
(Roche, USA).

Quantitative real-time PCR reactions were performed
using 0.5-1 g of total RNA as a template, 10 .l Syber-
green (Qiagen, CA) and 5 wM of each primer in a 20 .l
solution using a Rotor-Gene system (Corbett Research).
The sequences of the primers used for the amplification of
GAPDH were reported previously by Franchini et al. (1998),
for TNF-a and IL-8 by Joubert et al. (2001) and for TLR-4 the
sequences were, as follows, 5-TGGGACTCTGATCCCAGC-
CAT-3’ and 5-AGGTCCAGTTCCTTGGTTGATGTG-3'. All the
primers were designed to amplify across exon-intron
boundaries to allow the discrimination of amplified
genomic DNA and cDNA sequences. All concentrations of
target gene cDNA were calculated relatively to their
respective standard curves. GAPDH was used as a house-
keeping gene (sequences: 5-AAGTGGATATTGTCGCCAT-
CAAT-3’ and 5-ACTTGCCATGGGTGGAATC-3').

2.4. Experiment 2: evaluation of the non-genomic effects of
DEX on equine peripheral blood neutrophils

The non-genomic effects were evaluated with observa-
tion of the respiratory burst of the equine peripheral blood
neutrophils of six healthy horses.
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Peripheral blood leukocyte suspension was obtained
following lyses of red blood cells by ammonium chloride
(Vuorte et al., 2001). Briefly, the blood was left at room
temperature for 30min and the supernatant was
collected and centrifuged for 7 min at 900 x g. Ammo-
nium chloride 0.83% (Sigma-Aldrich, CA) was added to
the pelleted cells and vortexed gently at room tempera-
ture for 5 min. The procedure was repeated twice. The
cells were then centrifuged 15 min at 200 x g, in order to
deplete the platelets from the suspension. The leuko-
cytes were then suspended in BSS?* (PBS 1X (GIBCO, CA),
5mM glucose (GIBCO, CA), 0.3mM CaCl, (Fisher
Scientific, CA) and 1 mM MgCl, (Fisher Scientific, CA)).
The cells viability was assessed with the Trypan blue
exclusion test and total cell counts were determined
using a hemocytometer.

For each assay, 5 x 10° peripheral blood leukocytes/ml
were incubated in a 37 °C water-bath with gentle agitation.
The cell stimulations were performed into 2 ml poly-
propylene tubes (Progene, CA). Total incubation period of
the cells was 30 min. Immediately prior to starting the
incubation period, 5 wM dichlorodihydrofluorescein dia-
cetate (DCF) (Invitrogen, CA) and 100 wM sodium azide
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Fig. 1. (A) TNF-c, (B) IL-8 and (C) TLR-4 mRNA expression in peripheral
blood neutrophils of healthy horses (n=6) stimulated with LPS and
treated with DEX 107®M and an inhibitor of the GR, RU486. The
expression of mRNA was quantified following reverse transcription into
cDNA and real-time PCR. Gene expression was corrected using the house-
keeping gene GAPDH. Bars represent the mean =+ S.E.M. Different letters
indicate statistically significant difference between groups (p < 0.05).

(Sigma-Aldrich, CA) were added in all the groups. The cells
were incubated with 107% M DEX for 5 (DEX5), 10 (DEX10)
or 15 (DEX15) min then, 5 ng/ml phorbol myristate acetate
(PMA) (Sigma-Aldrich, CA) was added to the tubes for the
last 15 min of incubation. One of the DEX15 group was
incubated simultaneously with 10~> M RU486. Aliquots of
200 pl of cell suspensions were placed on ice to stop the
reaction and analyzed as soon as possible by flow-
cytometry (within 30 min of acquisition). For each test,
aliquots of 200 .1 were retrieved prior to the addition of
PMA, in order to determine the auto-fluorescence of the
cells (negative control). Cells incubated with the DCF and
PMA without DEX were used as a positive control.

Flow-cytometry analysis was performed using a FACS
Vantage SE (Becton Dickinson) interfaced with a Macin-
tosh computer. Data were collected from 10,000 events
gated on granulocytes and analyzed using the Cell Quest
Pro software. Discrete cell populations were recognized on
the basis of Forward scatter (FSC)/Side scatter (SSC)
properties and were electronically sorted to allow light
microscopic evaluation of the cells.

Actinomycin D (AMD) (Invitrogen, CA), an inhibitor of
the genomic transcription, was co-incubated at the
concentration of 10 wM (Wang et al., 2007) with DEX15
in two horses.

2.5. Statistical analysis

Data were statistically analyzed using a repeated
measure linear model to test for the effect of treatments
between the different groups. Differences between groups
were considered significant when p values were equal or
less than 0.05.

3. Results
3.1. Experiment 1

The purity and viability of the neutrophils isolated from
blood were >96% and >98%, respectively. LPS significantly
stimulated TNF-a«, IL-8 and TLR-4 mRNA expression by
peripheral blood neutrophils (Fig. 1). This expression was
significantly down-regulated when 10~¢ M DEX was added
to the culture medium and then reversed by the GR
inhibitor RU486.

3.2. Experiment 2

Cell viability was >94% prior to incubation of the cells
with PMA and DEX. Different populations of cells were
electronically sorted on the FSC/SSC cytograms. Two
discrete cell populations were recognized. Light micro-
scopic evaluation of the electronically sorted cells gated on
granulocytes demonstrated >98% neutrophils.

DEX 107®M inhibited the PMA-induced respiratory
burst of equine peripheral blood neutrophils (Fig. 2). The
inhibition was time-dependant starting at 10 min of
incubation with DEX. This effect was prevented by
RU486, but not by actinomycin D (Fig. 3), indicating that
the process was mediated through the classic GR, but did
not involve the repression of gene transcription.
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Fig. 2. Fluorescence intensity of neutrophils of healthy horses (n=6)
stimulated with PMA and co-incubated during 5, 10 and 15 min with DEX
or 15 min with DEX and RU486. Cells were pre-incubated with DCF
(dichlorofluorescein). Bars represent the mean =+ S.E.M. Letters differing
between groups indicate a statistically significant difference (p < 0.05).
When one letter is common between two groups, the difference is not
statistically significant.
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Fig. 3. Fluorescence of neutrophils of healthy horses (n = 2) stimulated with
PMA and co-incubated 15 minutes with DEX alone, DEX and RU486 or DEX
and AMD. Cells were pre-incubated with DCF (dichlorofluorescein).

4. Discussion

Neutrophils play a key role in host defense against
invading organisms. They are the predominant cell types
involved in the cellular phase of acute inflammation
(Cassatella, 1999). Neutrophils were first believed to be
terminally differentiated cells. Since then, they were
shown to have the capacity to synthesize a large number
of pro- and anti-inflammatory cytokines, chemokines and
growth factors, in response to a great variety of stimuli.
(Sibille and Marchandise, 1993; Sibille and Reynolds,
1990). They are also pivotal cells for development and
maintenance of chronic inflammatory responses. When
activated, neutrophils release proteases, superoxide and
other reactive oxygen species, along with the various
cytokines they produce. This, in turn, leads to massive
damages to the surrounding tissues. GC are powerful drugs
in the treatment of chronic inflammatory diseases.
Although widely used, their anti-inflammatory and
immunosuppressive mode of action, especially on neu-
trophils, remains poorly understood (Goulding et al.,
1998). In the present study, we demonstrated that DEX
is a fast and potent inhibitor of activated equine peripheral
blood neutrophils. These effects are mediated through
both genomic and non-genomic pathways and appear to
be mediated through the classic GR.

It is generally accepted that genomic effects of GC
require binding to a specific receptor in the cytosol, the GR,
that allows the translocation of the GC-GR complex to the
nucleus (Beato and Klug, 2000). Once in the nucleus, the
complex interacts with specific DNA sequences on target
genes, either directly or via alteration of the transcription
machinery (Bamberger et al., 1996). This process is long,
hours to days, because it requires mRNA and protein
synthesis. It is sensitive to inhibitors of transcription and
translation such as actinomycin D or cycloheximide (Losel
et al., 2003) or by molecules such as mifepristone (RU486)
that prevent the translocation of the GC-GR complex to the
nucleus (Honer et al., 2003; Mahajan and London, 1997).

It was previously believed that equine neutrophils may
be less sensitive to GC than other cell types (Guelfi and
Kraouchi, 1989). Recent studies have demonstrated that
GC could exert powerful inhibitory effects on neutrophil
functions, both in vitro and in vivo (Takahira et al., 2001) in
other species. They were shown to down-regulate the
production of several cytokines and adhesion molecules in
rats (al-Mokdad et al., 1998), humans and cattle (Chang
et al., 2004; Weber et al., 2004), but very little information
is available on their actions on equine neutrophils. We
demonstrated here that DEX down-regulated production
of mRNA in equine peripheral blood neutrophils. Our
findings are in agreement and extent the previous finding
that DEX inhibits IL-8 production in human peripheral
blood neutrophils (Wertheim et al., 1993). Down-regula-
tion of IL-8, TNF-a and TLR-4 mRNA was obliterated by
RU486, suggesting that the GC acted through a classic
genomic effect.

More recently, another mechanism of action of GC has
been studied, the non-genomic pathway. Compare to the
genomic pathway, it is a faster process requiring only a few
seconds to a few minutes to take place and does not require
gene expression.

There are controversies in the signaling pathways
involved in these responses and whether they require the
activation of the classic GR or not. Evidence exists that the
non-genomic pathway could act either through classic
genomic GR or through ill defined “non-classic” specific
receptors. It has been suggested that these receptors may
be bound to the cytoplasmic membrane, activate different
intra-cellular pathways than those of the genomic path-
way (for the classic GR) or use totally different signaling
pathways. Alternatively, GC may also interact directly with
cellular membranes at high concentrations without
activation of a specific receptor (Cato et al., 2002; Chen
and Qiu, 1999; Losel et al., 2003; Wang et al., 2007).

To evaluate the possible contribution of a non-genomic
inhibition of neutrophil activation by GC, we studied the
oxidative burst of neutrophils using PMA, as reported by
Raidal et al. (1998). Flow-cytometry allows rapid evalua-
tion of a large number of cells on a cell-by-cell basis as well
as identification of cell subpopulation without prior cell
separation, which is well suited for the study of the non-
genomic pathways (Fearon and Collins, 1983; Raidal et al.,
1998). The oxidative burst response of equine peripheral
blood neutrophils was strongly inhibited by DEX after 10
and 15 min of incubation. We concluded that this
inhibition was independent of gene regulation as it was
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not blocked by actinomycin D, a potent inhibitor of gene
transcription (Koukouritaki et al., 1996; Wang et al., 2007).
To further characterize the pathway involved in the non-
genomic inhibition of the respiratory burst by DEX,
neutrophils were co-incubated with RU486. This resulted
in inhibition of the effects of DEX on equine neutrophils,
showing that they were mediated through the classic GR
and that a functional GR was necessary for the inhibition of
the respiratory burst of equine peripheral blood neutro-
phils. Several studies corroborate our findings and have
involved activation of different signaling cascades by the
GR in a non-genomic manner (Losel and Wehling, 2003;
Wang et al., 2007).

Heaves is a common respiratory condition of older
horses in the northern hemisphere (Robinson, 2001). DEX
is one of the most frequently used drugs to treat those
patients. We demonstrated here that DEX is a powerful
inhibitor of IL-8, TNF-a and TLR-4, which have been shown
to be upregulated in heaves (Berndt et al., 2007; Franchini
et al., 1998; Giguere et al., 2002). In agreement with our
previous results (Joubert et al., 2001), we showed that
neutrophils from healthy horses are able to express de novo
mRNA for IL-8 and TNF-o. We now also showed that LPS
promotes the expression of mRNA of its own receptor, TLR-
4. Systemic administration and inhalation of GC drugs are
associated with adverse effects such as adrenocortical
suppression, muscle waisting, hyperglycemia, polyuria,
immunosuppression and laminitis (Cohen and Carter,
1992; Eustace and Redden, 1990; Rush et al., 1998c). Side
effects of GC are thought to be related to gene expression
mediated by the glucocorticoids (Clark, 2007). Non-
genomic action of glucocorticoids, if it can be uncoupled,
could be a way to bypass those side effects (Catley, 2007).
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Huang H, Lavoie-Lamoureux A, Moran K, Lavoie J-P. 1L-4
stimulates the expression of CXCL-8, E-selectin, VEGF, and induc-
ible nitric oxide synthase mRNA by equine pulmonary artery endo-
thelial cells. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 292: 1.1147-1L1154,
2007; doi:10.1152/ajplung.00294.2006.—Little is known concerning
the possible contribution of T helper 2 (Th2)-type cytokines to the
recruitment of neutrophils into the lung tissue. In the present study,
endothelial cells from equine pulmonary arteries were cultured in the
presence of recombinant equine (re) IL-4 and relL-5, and the cytokine
mRNA expression of molecules implicated in the chemotaxis and
migration of neutrophils was studied using real-time RT-PCR. The
functional response of relL.-4-induced endothelial cell stimulation on
neutrophil migration was also studied using a chemotaxis chamber.
RelL-4 either increased the expression of CXCL-8, E-selectin, vas-
cular endothelial growth factor (VEGF), and inducible nitric oxide
synthase (iNOS), or potentiated the coeffects of lipopolysaccharide
(LPS) and tumor necrosis factor-a (TNF-ar) on CXCL-8. Supernatants
collected from cultured endothelial cells stimulated with rell.-4 sig-
nificantly promoted neutrophil migration in a dose-dependent manner.
Dexamethasone (DXM) decreased the expression of CXCL-8, VEGF,
and iNOS induced by rell.-4, while 1400W dihydrochloride (1400W), a
selective inhibitor of iNOS, decreased the expression of E-selectin,
VEGF, and iNOS. DXM and 1400W attenuated the mRNA expres-
sion of E-selectin and iNOS induced by the costimulation of relL-4,
reTNF-«, and LPS. Neither equine nor human recombinant IL-5
influenced the mRNA expression of CXCL-8, E-selectin, or VEGF.
These findings suggest that Th2-type cytokines may contribute to
pulmonary neutrophilia during allergic inflammation by the increased
expression of neutrophil chemokines and adhesion molecules by
endothelial cells. DXM and the iNOS inhibitors may decrease pul-
monary neutrophilia due, in part, to a direct inhibition of some of
these factors.

interleukin-4; neutrophil chemokines

MIGRATION OF NEUTROPHILS FROM the vascular compartment to
inflamed tissue is a multistep process involving cytokines and
chemokines released from numerous cells, including activated
leukocytes and endothelial cells. The arrest of circulating
neutrophils at a site of inflammation is a prerequisite early
event for the cell migration. It requires the sequential exposure
to different adhesion molecules, such as E-selectin, and the
expression of intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 and
vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1, which are in-
volved in the rolling and firm adhesion of neutrophils to the
endothelium. Neutrophils then migrate into the inflammatory
sites through transendothelial diapedesis and chemotaxis.
CXCL-8, a member of the C-X-C family of chemokines, is the
most potent neutrophil chemotactic cytokine known to date.

CXCL-8 not only upregulates the expression of B,-integrins, it
induces degranulation and promotes the attachment and trans-
endothelial migration of neutrophils (27) and is also angiogenic
(33). The expression of CXCL-8 may be upregulated by nitric
oxide (NO), a volatile free radical, through a cGMP-indepen-
dent pathway (13). VEGF, a multifunctional angiogenic regu-
lator that has the ability to generate tissue edema through
increased vascular permeability (12, 55), also stimulates
endothelial synthesis of CXCL-8 in humans and induces a
transient upregulation of human umbilical vein endothelial
cell (HUVEC) expression of ICAM-1 and VCAM-1 (38, 66)
and, therefore, could contribute to endothelial cell promotion
of tissue neutrophilia.

Allergen exposure induces trafficking of newly produced
neutrophils into the airways in both experimental and natural
allergic lung diseases. Furthermore, neutrophils may facilitate
the migration of eosinophils into the airways, possibly aggra-
vating the asthmatic response (1). However, the mechanisms
responsible for the chemotaxis and activation of neutrophils in
these processes remain poorly defined; a number of pathways
have been shown to possibly contribute to neutrophilia in
allergic inflammation (15, 54, 59). There is also evidence that
T helper 2 (Th2)-type cytokines, which are considered central
to allergic inflammation, may contribute to neutrophil activa-
tion and recruitment to lung tissue. IL-4 in humans and IL-5 in
Brown Norway rats cause a neutrophilia and accelerate the
maturation of myelocytes to become neutrophils (5, 49). IL-4
also stimulates neutrophil phagocytic response (5), enhances
neutrophil-mediated bactericidal activity, induces lysozyme
release, and enhances the respiratory burst (7). Conversely,
IL-4 has been shown to have anti-inflammatory effects on
neutrophils by the inhibition of proinflammatory cytokines,
including CXCL-8 (64) and IL-13 (43), and by increasing
IL-la production (44). T lymphocytes may also indirectly
contribute to the chemotaxis of neutrophils into lung tissue by
the release of IL-17 (17, 48), a cytokine that selectively
activates and recruits neutrophils through the release of inflam-
matory mediators, including CXCL-8 and MIP-2 (26).

Whereas the endothelium presents a critical barrier between
blood and surrounding tissues and regulates leukocytes traf-
ficking, there is limited and conflicting information on the role
of Th2-type cytokines on the release of neutrophil chemotactic
factors by vascular endothelial cells. IL-4 has been reported to
either suppress the expression of E-selectin and CXCL-8 by
endothelial cells (11, 57) or to increase CXCL-8 production
after LPS activation (16). Little is known on the effects of IL-5
on neutrophil recruitment. However, the finding that it induces
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the expression of P-selectin by endothelial cells in nasal polyps
(40) suggests that IL-5 may also contribute to neutrophilic
inflammation.

Endothelial cells exhibit highly specialized functions in
different vascular sites. Most of the above studies have used
immortalized HUVECs, for which phenotypes and physiolog-
ical responses may differ from those of mature individuals.
Thus it may be necessary to use primary endothelial cells
derived from the lung of adult subjects to investigate the role
of the endothelial cell adhesion molecule in the pathogenesis of
inflammatory conditions within this organ. To evaluate the
possible contribution of Th2-type cytokines to the lung neu-
trophilia, we stimulated pulmonary artery endothelial cells
harvested from healthy adult equine subjects. This species was
chosen because horses have a pulmonary anatomy and blood
vascularization that closely resemble that of humans (47, 56)
and they are affected with a condition of the lungs that shows
many similarities with chronic asthma (18, 36). We studied the
expression of selected chemokines and adhesion molecules
after stimulation with IL-4 and IL-5 alone, and with LPS and
TNF-q, to determine synergistic or inhibitory effects. We also
examined the reversibility of this response by glucocorticoids
or through the inhibition of inducible NO synthase (iNOS)
production.

MATERIALS AND METHODS
Endothelial Cell Culture

Equine artery endothelial cells were isolated and cultured as de-
scribed by MacEachern et al. (42). Briefly, pulmonary arteries were
removed from adult horses at a slaughterhouse. Each end of the vessel
was occluded with bowel clamps, and 75% ethanol was applied to the
external wall of the artery. A sterile catheter (Angiocath; Becton
Dickinson Infusion Therapy Systems Sandy, UT) inserted through the
wall of the artery was used to wash the lumen of the artery three times
with sterile phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4 solution, supple-
mented with penicillin/streptomycin (GIBCO), 200 U/ml and 200
pg/ml, respectively. Twenty milliliters of sterile 0.1% type II colla-
genase (Invitrogen, CA) was then infused into the vessel, incubated
for 30 min at room temperature, and flushed with 20 ml of sterile PBS.
The cell suspension was centrifuged at 390 g for 10 min, and
endothelial cells were resuspended in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, Invitrogen) containing 10% fetal calf serum and
penicillin/streptomycin (200 U/ml and 200 pg/ml, respectively). The
cells were cultured in sterile T-75 culture flasks placed in a humidified
incubator (37°C in 95% air, 5% CO,) and allowed to adhere over-
night. The medium was replaced every 48 h thereafter until confluence
was attained. Endothelial cells were then removed using trypsin-
EDTA (Invitrogen), washed once with PBS, transferred to sterile
six-well plates, and allowed to form a confluent monolayer. In all
experiments, cells were used at passages 3-5.

Factor VIII Immunofluorescence Staining

The endothelial cells were grown on 22-mm? glass coverslips in
sterile six-well plates. The coverslips were rinsed with PBS three
times and then fixed in 4% paraformaldehyde for 30 min at room
temperature. Approximately 200 wl of a solution containing the
primary antibody (rabbit anti-human von Willebrand factor, Sigma)
diluted in PBS (1:200) or PBS alone (control) was placed on each
coverslip and incubated for ~24 h at 4°C. The coverslips were rinsed
with PBS three times, the secondary antibody was added (FITC-
conjugated goat anti-rabbit Ig, Sigma) at a 1:100 dilution on both
coverslips, and they were incubated for 24 h at 4°C. The coverslips
were then rinsed with PBS and allowed to dry. Two drops of mounting
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agent were placed on the slides. The cells were viewed and photo-
graphed with a Nikon Eclipse E800 ultraviolet microscope.

Groups and Cytokine Induction

Added directly to the medium were the following: 1, 10, and 100
ng/ml recombinant equine (re) IL-4 (R&D Systems); 10 ng/ml relL-4
plus 107> M dexamethasone (DXM; Vetoquinol, CA); 10 ng/ml
relL-4 plus 10 pg/ml 1400W dihydrochloride (1400W; Sigma,
Germany); 1, 10, and 100 lab units of relL.-5 (kindly provided by
Dr. Falko Steinbach, Institute for Zoo and Wildlife Research, Berlin,
Germany); 10 and 100 ng/ml recombinant human (rh) IL-5 (Becton
Dickinson); 2 ng/ml reTNF-a (R&D Systems) plus 2 ng/ml LPS
(Sigma, CA); 2 ng/ml reTNF-a plus 2 ng/ml LPS (TL) plus 1075 M
DXM; 10 pg/ml TL plus 1400W; 10 ng/ml TL plus relL-4 (LPIL-4);
1073 M LPIL-4 plus DXM; 10 pg/ml LPIL-4 plus 1400W; or PBS
(negative control). Incubation time and concentration of drugs were
chosen based on preliminary experiments to stimulate the mRNA
expression of genes of interest without saturating the response or
altering endothelial cell viability (data not shown).

Real-Time RT-PCR

Endothelial cells were homogenized in TRIzol reagent (Invitrogen
Life Technologies), and extraction of RNA was performed according
to the instructions of the manufacturer. At the end of the procedure,
the RNA pellet was briefly dried in air and dissolved in RNase-free
water. The concentration and the purity of RNA were determined by
spectrophotometry.

Five hundred nanograms of RNA was reverse-transcripted using
oligo(dT) (Invitrogen) and reverse transcriptase (AMV, Roche) ac-
cording to the manufacturer’s instructions. Real-time PCR reactions
were performed in a 20-pl mixture containing 1 wl of the cDNA
preparation, 10 wl of SYBR Green (Qiagen), and 5 pM each primer
in a Rotor-Gene system (Corbett Research). The sequences of the
primers used for the amplifications are shown in Table 1. All sets of
primers span at least two intron-exon boundaries to allow for the
discrimination of amplified genomic DNA. The absence of nonspe-
cific products was confirmed by the analysis of the melting point
curves and by electrophoresis in 1.5% agarose gels. Ubiquitin (UBQ),
GAPDH, and >-microglobulin (3.M) served as an internal standard
of mRNA expression.

mRNA quantification was achieved by constructing standard
curves using cDNA of known concentrations. The standard curves
consisted of serial dilutions of the PCR amplicon corresponding to the
gene of interest; the amplicons were previously gel-extracted

Table 1. Primers used for the amplification of CXCL-S,
E-selectin, VEGF, iNOS, and UBQ genes from mRNA
derived from equine pulmonary artery endothelial cells

Primer Sequence Size, bp Tm
Equine CXCL-8 5'CTTTCTGCAGCTCTGTGTGAAG3' 189 63
3'GCAGACCTCAGCTCCGTTGACS'

Equine E-selectin =~ 5’ATGTGATGCTGTCCGTCA3' 300 55
3'CCACATGTCAGAGCTGCAS'

Equine VEGF 5'TGCAACGACGAGGGCCTA3' 299 60
3"ACCGCCTCGGCTTGTCAS'

Equine iNOS 5'TGGTGGATGGCCCTGCA3' 246 60
3'ATGTGGGGCTGTTGGTGAS'

Equine UBQ 5'TAGCAGTTTCTTCGTGTCCGT3' 190 63
3'TGTAATCGGAAAGAGTGCGGS'

Equine GAPDH 5'AAGTGGATATTGTCGCCATCATA3’ 88 61
3'AACTTGCCATGGGTGGAATCS'

Equine oM 5'TCGGGCTACTCTCCCTGACTG3' 293 55

3'CGGCAACTATACTCATCCACACAAS'

iNOS, inducible nitric oxide synthase; UBQ, ubiquitin; B2M, B2-micro-
globulin; Tm, melting temperature.
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(QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen) and quantified using a
spectrophotometer (expressed as ng/pl). Four standard samples were
included in each run. All concentrations of target gene cDNA were
calculated relatively to their respective standard curves.

Neutrophil Migration Assay

Supernatant (30.5 pl) derived from endothelial cells stimulated
with relL-4 at 1, 10, and 100 ng/ml were added in triplicate to the
lower wells of a 48-well chemotaxis chamber (Neuro Probe, CA).
Similarly, wells containing PBS or 1077 M leukotriene B4 (LTBu4;
Cayman Chemical, CA) served as negative and positive controls,
respectively. The wells were then overlaid with an 8-pwm pore size
cellulose nitrate filter. Equine neutrophils (55 wl, 1.5 X 105 cells/ml),
isolated from equine peripheral blood by density gradient centrifuga-
tion using lymphocyte poly (Cedarlane, CA) and suspended in RPMI
1640 (GIBCO), were placed in the upper wells. After 1 h of incuba-
tion (37°C, 5% CO,), filters were removed, fixed with mercuric
chloride, and stained with hematoxylin and chromotrope 2R. Chemo-
tactic activity was determined by counting the number of cells at the
lower side of the filter using a light microscope and an eyepiece
graticule to facilitate the counting. Five distinct fields were counted at
high magnification (X400), and the mean values of the triplicate
samples were reported.

Data Analysis

Data were expressed as means * SE. Data were statistically
analyzed using nonparametric Friedman and Wilcoxon tests. Differ-
ences between groups were considered significant when P values
were =0.05.

RESULTS
Factor VIII Expression on Endothelial Cells

Von Willebrand factor (factor VIII) is a glycoprotein syn-
thesized by endothelial cells, which is not found in cultured
smooth muscle or fibroblasts and is therefore considered a
marker of endothelial cells. Figure 1 shows that endothelial
cells stained positive for von Willebrand factor. The cells had
a cobblestone appearance, were homogeneous, closely packed,
and polygonal in shape with green fluorescence staining in
their cytoplasm. Only weak fluorescence was detectable in the
control cells.

Cytokine mRNA Expression

Effects of relL-4. UBQ was found to be a suitable house-
keeping gene when studying the relL-4-, reIL-5-, and rhIL-5-
induced gene expression by equine pulmonary artery endothe-

A B
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lial cells (Fig. 2, A-D). RelL-4 increased in a dose-dependent
manner the expression of CXCL-8 mRNA (Fig. 3A). Similarly,
supernatants collected from cultured endothelial cells contain-
ing relL-4 at 1, 10, and 100 ng/ml, respectively, significantly
promoted neutrophil migration (Fig. 3B), whereas relL-4 alone
did not stimulate neutrophil chemotaxis (data not shown).
RellL-4 also enhanced the expression of E-selectin (Fig. 4B),
VEGF (Fig. 4C), and iNOS (Fig. 4D), whereas CXCL-8,
VEGF, and iNOS expression was significantly inhibited by
DXM and almost reached significance for E-selectin (P =
0.07). The iNOS inhibitor 1400W significantly attenuated the
mRNA expression of E-selectin, VEGF, and iNOS (Fig. 4, B-D).

Effects of TNF-a and LPS costimulation. TNF-a and LPS
significantly influenced the expression of UBQ and .M (Fig.
5), and significance was almost reached for GADPH (P =
0.07). Thus values for the expression of genes of interest are
expressed as concentration. TNF-a and LPS costimulation
increased the expression of CXCL-8, E-selectin, and iNOS but
did not influence VEGF; DXM inhibited the expression of
CXCL-8 and iNOS induced by TNF-a and LPS stimulation,
whereas 1400W inhibited only iNOS mRNA expression
(Fig. 6).

Effects of rellL-4, TNF-a, and LPS costimulation. RellL.-4
enhanced further the TNF-a and LPS expression of CXCL-8,
while it almost reached significance for E-selectin (P = 0.07)
but not for iNOS. DXM and 1400W attenuated the expression
of E-selectin and iNOS, while the CXCL-8 mRNA was inhib-
ited by DXM only.

Effects of relL-5. Neither relL-5 nor rhIL-5 significantly
increased the expression of cytokines nor growth factors by
equine pulmonary endothelial cells (Fig. 7).

DISCUSSION

Neutrophils are recruited in experimentally induced allergic
lungs (34, 54) and in natural pulmonary conditions such as
human asthma (41, 54) and equine heaves (20). We chose to
study heaves as this condition of horses shares many similar-
ities with human asthma, including airway smooth muscle
remodeling (24), hyperresponsiveness, and reversible airway
obstruction. Furthermore, the airway neutrophilic inflamma-
tion present in heaves is associated with a predominant Th2-
type cytokine response (36). Currently, little is know concern-
ing the pathways leading to airway neutrophilia following the
inhalation of allergens by susceptible individuals. We report
here on the possible contribution of the Th2-type cytokines,

Fig. 1. Cultured equine pulmonary artery
endothelial cells stained positive (B) for von
Willebrand factor. Cells had a cobblestone
appearance and were homogeneous, closely
packed, and polygonal in shape with green
fluorescence staining in their cytoplasm.
Weak fluorescence was detectable in the
control cells (A).
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Fig. 2. A: expression of ubiquitin (UBQ) by endo-
thelial cells (5 horses) stimulated with recombinant
equine (re) IL-4 at different concentrations. B: ex-
pression of UBQ by endothelial cells (6 horses)
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stimulated with relL-4 and in the presence of dexa-
methasone (DXM; 10> M) and the inducible nitric C
oxide synthase (iNOS) inhibitor 1400W dihydro-
chloride (1400W; 10 wg/ml). C: expression of UBQ

by endothelial cells stimulated with relL-5 (5 oh
horses). D: expression of UBQ by endothelial cells 30 7
stimulated with recombinant human (rh) IL-5 (5 ‘3—, 25
horses). —
:120
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g10
= |
5 -4
0
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IL-4 and IL-5, to airway neutrophilia using primary pulmonary
artery endothelial cell culture. In the present study, relL-4, but
not relLL-5 or rhIL-5, induced a selective increase in the mRNA
expression of CXCL-8, E-selectin, and VEGF, key elements
for the trafficking of neutrophils to the inflamed tissue. We
were unable to confirm these results at the protein level due to
the lack of specific antibodies against these targets, a common
limitation when studying this equine model. Nevertheless, the
mRNA signal for those genes usually leads to protein synthesis
(9, 28, 31), and, using Boyden chambers, rell.-4 stimulation of
endothelial cells was shown to induce the release of chemo-
tactic factors for neutrophils. RellL-4 also enhanced the
CXCL-8 expression by endothelial cells costimulated with
TNF-a, a proinflammatory cytokine present in the allergic
lungs (62), and LPS, a bacterial wall component present in
house dust. We also determined that DXM has selective
inhibitory effects on the IL-4-, LPS-, and TNF-a-stimulated
endothelial expression of chemokines and adhesions mole-

>

relL-5 (lab units) rhiL-5 (ng/ml)

cules. Lastly, the upregulation of E-selectin and VEGF by
endothelial cells was at least partially mediated by iNOS.

In the present report, IL-4 increased the CXCL-8 mRNA
expression by equine pulmonary artery endothelial cells in a
dose-dependent manner; moreover, the expression of CXCL-8
was further increased when IL-4 was coincubated with TNF-a
and LPS, two proinflammatory mediators commonly present in
the allergic lungs. These results are in contrast with some
earlier reports indicating that IL-4 did not influence or even
decrease the expression of CXCL-8 and E-selectin by HUVEC
or human lung microvascular endothelial cells (3, 4, 11, 58).
Interestingly, the response to LPS and TNF-a here was similar
to those observed using HUVEC cells (14). The cell type
studied may contribute to these differences, as we used primary
cell cultures harvested from healthy adult animals, whereas
previous studies have used primarily immortalized umbilical
cells. The origin of the cells (lungs vs. umbilicus) and age
(neonates vs. adults) of the cell donors may explain some of

Fig. 3. A: ratio of CXCL-8-to-UBQ mRNA expression
by equine pulmonary artery endothelial cells (6 horses)
stimulated with 1, 10, and 100 ng/ml of relL-4.
B: neutrophil migration in response to exposure to the
supernatant of endothelial cells (5 horses) cultured in
the presence of relL-4. *P < 0.05. Five distinct fields
were counted at high magnification (X400), and the
mean values (X10) of the triplicate samples were re-
ported.
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these findings. Also, even within the pulmonary vasculature, veins or capillary endothelial cells. However, this remains to be
endothelial cells from various tissues possessed significant ascertained, as the overall gene expression pattern of lung
morphological distinctions, both in circulation and culture (32, macro- and microvascular endothelial cells after stimulation
50). Thus the response of pulmonary artery endothelial cells, with IFN-y, TNF-«, and IL-4 was reported not to be signifi-
such as in the present study, may differ from that of pulmonary cantly different (52). Species differences may also contribute
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Fig. 5. Expression of UBQ (A), GAPDH (B),
and Bz-microglobulin (B>M; C) mRNA ex-
pressed by endothelial cells from 6 horses when
stimulated with PBS (negative control), LPS (L)
and TNF-a (T) alone (LT), or combined with
either DXM (D) (LTD), relL-4 (I14; 10 ng/ml)
(LTI4), or 1400W (W) (LTW). LTI4D is LPS,
TNF-q, relL-4, and DXM; LTI4W is LPS TNF-q,
relL-4, and 1400W. *P < 0.05.
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to these apparent discrepancies, considering that neutrophils
predominate in the airways of horses following both experi-
mental (8) and natural (20) allergen challenge. However, air-
way neutrophilia is also present in human asthma (23), espe-
cially in patient with severe asthma (51), nocturnal asthma
(45), and steroid-dependent asthma (63). Conversely, neither
relL-5 nor rhIL-5 altered the mRNA expression of CXCL-8,
E-selectin, and VEGF production by equine endothelial cells.
These findings are in agreement and extend previous reports
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suggesting that IL-5 may not contribute to the neutrophil
recruitment and adhesion to pulmonary endothelium (60, 61).

The role of NO in leukocyte recruitment and migration
remains controversial (2, 25). Inducible NOS has long been
considered responsible for the excessive levels of NO found in
chronic pathogenic inflammatory lesions. For these reasons, we
postulated that selective blockade of the iNOS pathway, with-
out impinging on endothelial NOS- or neuronal NOS-depen-
dent events, would provide an ideal strategy to disrupt only the
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ulated with rhIL-5 (A) or relL-5 (B). Ratio of
E-selectin (C) and VEGF (D) to UBQ mRNA
expression by endothelial cells stimulated by
relL-5.
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presumptive harmful NO being produced in the vessels. We
believed that the iNOS inhibitor 1400W would be a more effec-
tive anti-inflammatory agent than N®-monomethyl-L-arginine
(L-NMMA), which acts as a competitive inhibitor of both
constitutive and inducible isoforms of NOS. In the present
study, 1400W had no effect on the expression of CXCL-8 by
endothelial cells stimulated with IL-4 alone or in combination
with TNF-a and LPS. These results suggest that the IL-4-
induced CXCL-8 expression by endothelial cells does not
depend on an iNOS-dependent pathway. Interestingly, and in
agreement with a previous report (21), we also found that
1400W decreased the E-selectin mRNA expression by endo-
thelial cells stimulated with IL-4, indicating that NOS may
nevertheless contribute to neutrophil migration.

VEGEF plays a role in vascular growth and remodeling (39,
46). VEGF has also been shown to be capable of promoting
airway neutrophilia by stimulating endothelial synthesis of
CXCL-8, upregulating endothelial expression of cell-adhesion
molecules, and increasing the adhesion and transendothelial
migration of neutrophil (38). VEGF modulated the airway
hyperresponsiveness (37) and extracellular matrix (10) and
thus may contribute to the airway remodeling. Our results
show that IL-4, but not IL-5, could promote neutrophil migra-
tion and airway remodeling indirectly through the modulation
of the secretion of CXCL-8, E-selectin, and VEGF by endo-
thelial cells. Conversely, neither TNF-a nor LPS influenced the
expression of VEGF. These results contrast with those origi-
nating from other cell populations. For instance, VEGF gene
expression was shown to be regulated by LPS in macrophages
(19), and TNF-« is a potent activator of VEGF synthesis and
secretion by neutrophils (22, 53). However, the different
VEGEF isoforms have distinctive biological effects and pattern
of expression in specific cell population (29, 30). Therefore,
the lack of a regulation of the equine VEGF ¢4 in the present
study does not totally rule out an effect of LPS and TNF-a on
VEGF in equine endothelial cells.

Glucocorticoids are the drugs most commonly used for the
treatment of asthma. DXM, a potent glucocorticoid, had been
shown to inhibit the CXCL-8 production in response to TNF-a
by human coronary artery endothelial cells, human pulmonary
artery cells, and HUVEC (35). Furthermore, DXM inhibited
the upregulation of E-selectin expression in cultured human
nasal microvascular endothelial cells stimulated by IL-13 and
TNF-a (65). Our findings, that DXM inhibited the effects of
IL-4, LPS, and TNF-a on CXCL-8 and also E-selectin, suggest
that glucocorticoids may decrease pulmonary neutrophilia by a
direct effect on the pulmonary endothelium.
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