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« La vie est un réve, fais en une réalité.
La vie est un défi, fais lui face.
La vie est mystere, perce-le. »

Extrait de [IHymne a la vieMére Teresa(1910-1997)



Résumeé

L’'ORVR ou obstruction récurrente des voies respiras (ORVR) est la cause la plus
frequente de maladie pulmonaire chronique chehdea adulte. La maladie se caractérise par
une hyperréactivité bronchique, une production ssige de mucus et une inflammation
neutrophilique pulmonaire qui ont pour effet deuiéel la compliance dynamique du poumon
et d’augmenter la résistance des voies respiratauedébit aérien. Alors que la maladie est une
entité documentée dans la littérature depuis ptuaD ans, les mécanismes moléculaires qui
la sous-tendent restent incomplétement élucidés jawr. De précédentes études ont montré
I'implication de variations d'expression géniqueyipla plupart grace a l'utilisation combinée
de la transcription inverse et de la réaction enirah par polymérase (RT-PCR). Cette
technique bien connue ne permet I'étude que d'ambre limité de genes en simultané. Les
microdamiers apparaissent comme la technique de poar I'étude de I'expression génique a
large échelle. A I'heure ou cette étude a début@gekistait pas de microdamier d’expression
spécifiguement dédié au cheval sur le marché. Wradamier hétérologue humain (Human
Genome U133 Plus 2.0 GeneChip, Affymet)ida donc été utilisé pour tenter d'identifier de

nouveaux genes d’intérét pour comprendre la pattiegte 'ORVR chez le cheval.

L'utilisation du microdamier a permis de déteci&igénes dont I'expression variait d'un facteur
supérieur a 4 entre chevaux sains et atteints. iRasngenes mis en avant par le microdamier,
trois genes YBB MARCKSet PTX3 présentaient un intérét particulier au regardlale
littérature et leur variation d’expression a étéfomée par RT-PCR quantitative (RT-qPCR).
La pentraxine 3 (PTX3) notamment appartient a lammsante humorale de la réponse immune
innée. Elle agit comme un ancétre fonctionnel descerps. En effet, elle reconnait les

microbes, active le complément et facilite la re@asance de certains pathogeénes spécifiques,



dont Aspergillus fumigatugA. fumigatus)par les phagocytes. La suite du travail s’est donc

focalisée sur PTX3.

L’ADN complémentaire (ADNc) codant pol®TX3 et '’ADN codant pour le second exon de
PTX3 ont été clonés et séquencés. L’ADN codant pousdeond exon ddé’TX3 équin
présentait une délétion de 120 paires de basespport a la séguence humaine. Par ailleurs,
un épissage alternatif du second exorP@iX3a été mis en évidence, résultant en deux formes

de la protéine, "épissée” (32 kilodaltons) et "ctatgy (42 kilodaltons).

Afin d'étudier les effets de I'exposition a des gsiares de foin sur I'expression de PTX3 dans
les voies respiratoires, six chevaux sains et bievaux atteints d'ORVR ont été soumis
pendant dix jours a un challenge environnementalpmussiéres de foin. Les chevaux ont été
étudiés via des tests cliniques, fonctionnels ethimiques. Les lavages broncho-alvéolaires
(LBA) ont été récoltés lors de linitiation du pooble et aprés les dix jours d'exposition aux
poussieres de foin. Par ailleurs, des sectionschbignes ont été réalisées chez deux chevaux
atteints d'ORVR en crise et euthanasiés pour raigghiques et deux chevaux indemnes
d'affections respiratoires provenant de I'abatf®irX3 était détectée dans les macrophages du
LBA apres exposition aux poussieres de foin et damscellules épithéliales bronchiques.
PTX3 était surexprimée dans les macrophages du ¢l tous les chevaux aprés dix jours
d'exposition aux poussieres de foin. Cependantieau de PTX3 était plus élevé dans le
surnageant des cellules provenant des chevauxtat#ORVR que dans celui provenant des
cellules des chevaux sains. Par alilleurs, il sergbe PTX3 soit surexprimée dans les cellules
épithéliales bronchiques chez le cheval atteinR¥R. Cette piste est intéressante sur le plan
thérapeutique puisque l'activation de l'expressien PTX3 dans les cellules épithéliales

bronchiques est sous le contrdle du facteur c-Jteriinal kinase (JNK), un facteur différent



de celui qui contrdle I'expression de PTX3 dansléesocytes, a savoir le facteur nucléaire

kappa B (NF<B).

L'effet de différents stimuli sur la productionl'eixcrétion de PTX3 par les cellules du LBA a
été étudié ex-vivo aprées mise en culture et stimulation a la pousside foin, au
lipopolysaccharide (LPS), &. fumigatuset avec une solution saline tamponnée pour le
phosphate (PBS), utilisée comme contréle. La peesele PTX3 a été mesurée par Western
Blot six heures et vingt-quatre heures aprés éérdntes stimulations dans les cellules et dans
les surnageants respectivement. PTX3 était dételare les cellules et dans les surnageants
mais aucune différence significative d'expressianpu étre mise en évidence que ce soit entre

les différents stimuli, entre les différents tenmpsavec le contréle. Ces résultats suggerent que

la poussiére de foin est un inducteur indirect I¥®



Summary

Recurrent airway obstruction (RAO) is the first pieatory disease in adult horses.
Environmental causes of RAO are well described tiheitmolecular mechanisms of the disease
remain unclear. Previous studies have highlightesl implications of variations in gene
expression in the disease, most using reversectiptisn polymerase chain reaction (RT-
PCR). This well-known technique limits the numbérgenes that can be studied in a single
assay. The microarray appears to be the platfornchofice for massively parallel gene
expression profiling and provides a good tool fopleratory research. However, at the time of
the experiment, there was no equine-specific mrcayaavailable on the market. Because they
are commercially available, highly specific and mainotated, human and mouse large-scale

microarrays are an exploratory alternative to eepgdpecific microarrays.

The first part of the present study was perforneedighlight new targets not previously related
to the disease and able to improve our understgnainthe molecular mechanisms of the
disease. A human microarray (Human Genome U133 PusGeneChip, AffymetriX) was
used to study gene expression in nucleated celtgnating from peripheral blood and
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) in RAO-affectédrses. A total of 46 candidates were
identified with differentially regulated genes been RAO-affected horses and controls. Based
on their documented function, five of these genesevselected for the real-time quantitative
RT-PCR (RT-qPCR) validation procedu@YBB MARCKSandPTX3 The RT-gPCR results
confirmed those obtained with the microarray, pomtout these genes as new directions for
future experiments. In particular, the long pentmaX (PTX3) plays an important role in the
host defence and over-expression of PTX3 may daririto airways injury. Therefore, it was

hypothesised that PTX3 may have relevance in thenstanding of the pathogenesis of RAO.



In the second part of the study, PTX3 and its iogtion in RAO in horses were characterized
in more details. Six healthy horses and six RA@@#Hd horses were submitted to a dusty
environment challengd2TX3DNA and cDNA were cloned and sequenced. A 120betide
was found in the DNA of the second exon of equ#ieX3in comparison to humaRTX3 In
addition, an alternative splicing of the secondre@bPTX3occurred, resulting in two forms of
the protein: "spliced" (32 kilodaltons) and "fudiigth" (42 kilodaltons). The pentraxin domain
was very well conserved in the two forms with 94f&amino-acids conserved between equines

and humans.

The effects of dust exposure and subsequent RAB @n PTX3 expression in the BALF and
the bronchial epithelial cells were studied. Dugpasure induced PTX#& vivo in BALF
macrophages both in healthy horses and in RAO4affleborses. However, PTX3 was over-
expressed in the BALF supernatant and, interestingl the bronchial epithelial cells from
RAO-affected horses in crisis. Considering epitiadells as one of the major cell types in the

airways, PTX3 produced at this level may play apantant role in the disease process.

The effects of different component® (ipopolysaccharide and. fumigatuy and different

concentrations of hay dust suspension upon PTX8segmn and excretion in BALF cells have
been testedex-vivo and compared to controie( Phosphate-Buffered Saline). PTX3 was
detected in cells and cell culture supernatant uatleconditions but there was no difference
between conditions including the control. Theselltsssuggest that dust is an indirect inducer

of PTXS3.
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CD Mo: CD dérivée de monocyte
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LBA: Lavage broncho-alvéolaire

LPS: Lipopolysaccharide

MARCKS: Myristoylated alanine-rich C-kinase subtgra
MCP-1: Monocyte chemotactic protein-1

NET: Neutrophil extracellular traps

NF-xB: Nuclear factor kappa B

NK: Natural killer

NO: Oxyde nitrique

Omp-A: Outer membrane protein A

ORVR: Obstruction récurrente des voies respiragoire
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PBS: Phosphate-Buffered Saline

PGN: Peptidoglycan

PMN: Polymorphonucléaire neutrophile

Poly I:C: Acide polyonisique polycytidylique

PRR: Pattern recognition receptor

PTX3: Pentraxine 3

RT-PCR: Reverse transcription by polymerase cheaition
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SAP: Serum amyloid P component, Composant amyBisérique
SP-1: Secretory protein 1

TH: T helper

TLR: Toll-like receptor

TNF: Tumor necrosis factor

TSG-6: TNFe-induced protein 6
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1. Introduction

Les muqueuses respiratoires, en particulier damsvt@es respiratoires supérieures, sont
exposées de maniére continue a une myriade d'aesgeénvironnementaux. La plupart de ces
antigenes, notamment d’origine végétale et animsdet non pathogenes mais hautement
immunogénes confrontant sans cesse le systéeme imanses limites. L’équilibre du systéeme
immunitaire respiratoire repose donc sur la capatit systeme a discriminer ce bruit de fond
antigénique des antigénes pathogenes (Figure 1l)sque I'équilibre est rompu, une

inflammation chronique des voies respiratoiresé&salbppe.

Chemokines, B-defensin
Mucin

g .
Lad L

Figure 1: Cellules épithéliales ciliées et cellules a gob@entenant du mucus) recouvrant les
voies respiratoires profondes, premiere ligne dierd® contre les particules inhalées. Les
cellules épithéliales éliminent ces particules egnaentant le mouvement ciliaire, en piégeant
les particules dans du mucus et en intervenanaséponse immune.

L’obstruction récurrente des voies respiratoireRY®) est la cause la plus fréequente de
maladie pulmonaire chronique chez le cheval ad{Bmwles et al, 2002). La maladie se
caractérise par une hyperréactivité bronchique, progluction excessive de mucus et une
inflammation neutrophilique pulmonaire qui ont pediiet de réduire la compliance dynamique
du poumon et d’augmenter la résistance des vossratoires au débit aérien (Ainsworth

al., 2003). Elle survient en réponse a l'inhalationpaeissieres organiques incluant les spores
d’actinomyceétes (edAspergillus fumigatusgt les endotoxines présentes dans le fourrage et la

litiere. Une rémission est obtenue lorsque les aokrsont tenus éloignés des agents causatifs
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(Robinson, 2001). Cette maladie présente des Hinds avec I'asthme humain et la broncho-
pneumopathie chronique obstructive sur le plan s$gmptologique (bronchospasme) et avec la
maladie du poumon du fermietufg's farmer diseagesur le plan physiopathologique
(neutrophilie pulmonaire). Les manifestations cjues de la maladie chez le cheval vont d’'une
intolérance a l'effort avec toux chez les sujetslérément atteints a une détresse respiratoire

sévere chez les sujets gravement atteints.

Alors que des avancées considérables dans la ssanae des composants organiques qui
induisent la maladie ont été réalisées ces demiaenées, la pathophysiologie de

'inflammation pulmonaire manifestée lors d’ORVR &sujours mal comprise.

1.1. L’obstruction récurrente des voies respiratoir es

1.1.1. Etymologie

Chez le cheval, la maladie est une entité docureatdés la littérature depuis plus de 200 ans
(Clarke, 1728). Elle doit son surnom de poussavesn anglais, a la dyspnée expiratoire qui
la caractérise. Avec l'arrivée des moyens d’évabmatle la fonction pulmonaire moderne, les
cliniciens ont réalisé que la pousse n’était quedeie émergée de I'iceberg. Beaucoup de
chevaux présentent de l'inflammation des voiesiragpres sans que celle-ci soit associée a
des signes cliniques manifestes au repos. Ceswalhiess ont eu lieu comme les médecins
humains tentaient de différencier I'asthme et |dadli@a pulmonaire obstructive chronique plus

connue sous son appellation anglopham®nic obstructive pulmonary disea€&OPD).

Chez I'homme, l'asthme et la COPD sont toutes dées maladies qui impliquent une
obstruction des voies respiratoires. Dans les dealadies une inflammation chronique du

tractus respiratoire se développe suite a une ssiore accrue de multiples protéines de
18



inflammation, incluant cytokines, chimiokines, toules d’adhésion, enzymes et récepteurs
pro-inflammatoires (Kraft, 2006). Dans les deux awdis des épisodes aigus ou crises se
manifestent quand l'intensité de l'inflammation enente. La plupart des cytokines et des
chimiokines qui sont secrétées aussi bien lorstlitias que de COPD sont régulées par un
facteur de transcription, le facteur nucléaiB:(NF-«B). Ce dernier est activé dans les cellules
épithéliales bronchiques et les macrophages dez dwladies et pourrait avoir un role
important dans I'amplification de l'inflammation slesoies respiratoires (Hadt al, 1998;

Caramoriet al, 2003).

Mais en dépit de ces similarités, il existe d'impoates différences entre les deux maladies
(Barnes, 2000). L'obstruction qui se développe dasshme est variable et réversible tandis
gu’elle est progressive et en grande partie irgblr dans la COPD. L’inflammation associée
a l'asthme implique principalement les larges vorespiratoires et n'implique pas le
parenchyme pulmonaire. Au contraire, la COPD affeptincipalement les petites voies
respiratoires et le parenchyme pulmonaire (Jeff2®g0). L'inflammation qui se développe
lors d’asthme est souvent décrite comme éosinapigiltandis que la COPD est décrite comme
neutrophilique. Ces différences sont dues a laéiéorde facteurs chimiotactiques différents.
En effet, dans I'asthme les facteurs chimiotactigeieles chimiokines libérées par les cellules
épithéliales des voies respiratoires sont prineipa&nt attractives pour les éosinophilesg. (
eotaxine 1) tandis que dans la COPD ils sont gralement attractifs pour les neutrophileg.(
IL-8). Enfin, chez les patients asthmatiques le anéame immun qui prédomine est une
réponse lymphocytique de type TH2 tandis que chezphtients atteints de COPD c’est une

réponse de type TH1 (Barnes, 2008).

Chez le cheval, I'appellation COPD a dans un prerm@mps été adoptée pour la pousse en

raison du caractere neutrophilique de l'inflammatissociée a la maladie. Cette appellation a
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été étendue a tout cheval qui présentait des sidjaétginte des voies respiratoires profondes
en l'absence de contamination bactérienne. Ce nesn 2000 qu’'un groupe international
d’experts a cherché a clairement définir les phéres associés a la COPD (Anon, 2001). Des
différences manifestes sont alors apparues entr€Q®D humaine et la COPD équine.
Notamment, la pousse se rapproche plus de l'asthenpar I'implication des larges voies
respiratoires et non du parenchyme pulmonaire epateson caractere réversible lorsque
'agent causatif (poussiére de foin) est évitétdrene COPD a alors été abandonné au profit du
terme RAO pourrecurrent airway obstructionsoit obstruction récurrente des voies

respiratoires (ORVR) en francais.

L'ORVR est définie comme une obstruction des vaiespiratoires mesurable, induite par
I'exposition a des poussiéres organigues, qui satvihez les chevaux adultes, réversible par
changement d’environnement et qui répond favorabigrau traitement par broncho-dilatateur
(Robinson, 2006). Les formes moins sévéres d'infl@tion chronique des voies respiratoires
ont été regroupées sous le terme de maladie infedoira des voies respiratoires (IAD). La
relation exacte entre IAD et ORVR reste inconnwe gour. Tout comme pour I'asthme et la
COPD chez 'homme, il semblerait gu’en réalité yndéiade de mécanismes sous-tende ces
maladies dont les manifestations se chevauchenné¢Ba2008). C'est ce qui expliquerait

d’ailleurs, au moins en partie, 'hétérogénéité gmnses aux traitements.
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1.1.2. Manifestations cliniques

Une description détaillée des symptomes de 'ORWMRéaréalisée par Robinson (2001) et par
Leguillette (2003). Les signes cliniques de 'ORg1t récurrents mais réversibles. En effet,
les symptdmes sont exacerbés lorsque les chevaintatd’ ORVR sont exposés a des débris
organiques pendant quelques jours (Coeétdll, 2001) mais une nette amélioration est visible,
dans la plupart des cas, dés que les animaux $mcéspdans un environnement contrélé ou
remis au pré. Les animaux les moins séveremenintatt@résentent généralement une
intolérance a l'exercice, un délai de récupératipres 'effort prolongé et des acces de toux

pendant I'exercice, le nettoyage des box ou lesag€¢Robinson, 2001).

Selon la sévérité de la maladie, d’autres symptopeesent étre observés tels que du jetage
nasal, du tirage nasal et/ou costal, du pompagal atnparfois une fréquence respiratoire
augmentée. Dans les cas chroniques, une hyperrdphinuscle oblique externe se développe
suite aux efforts abdominaux importants réaliséglpet la phase expiratoire de la respiration
(Baily, 2001; Leguillette, 2003). Cette hypertroplast appelée "ligne de pousse". Chez les
animaux les plus sévérement atteints, on peut wdasane dégradation de I'état général et une

perte de poids.

Selon le stade de la pathologie des bruits regjriest anormaux peuvent étre entendus. Ainsi
des bruits bronchovésiculaires, des sifflementexpiration et des crépitements en périphérie
du poumon peuvent étre audibles a l'auscultatioanDles rares cas ou un emphyseme se
développe, la percussion du thorax pourra égalendéggter une résonance exagérée causée par

'accumulation d’air dans les poumons (Robinsor190
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L’examen cytologique du liquide de lavage bronchealaire (LBA) obtenu sur des chevaux
atteints d’ORVR montre une neutrophilie relativabsolue (Figure 2) avec un nombre total de

leucocytes normal (Mooret al, 1995).

Figure 2: Cytospin du LBA d'un cheval atteint dORVR en eisL'image montre une

proportion augmentée de neutrophiles.

Simultanément a l'invasion du poumon par les ngites, une obstruction des voies
respiratoires profondes se développe (Robinson,1)20Celle-ci est le résultat du
bronchospasme, de I'accumulation de mucus et dedificadions de la paroi des voies

respiratoires suite aux mécanismes inflammatokegite 3).

1.1.3. Etiologie

L'ORVR serait initiée par l'inhalation de débrisganiques dont les principales sources sont
représentées par le foin et les litieres apporgschevaux qui passent la plupart de leur temps
au box. Ces débris contiennent une variété de ceam® tels que des allergenes des
endotoxines, deg$-glucanes ou de petites particules susceptiblesitidii I'inflammation

pulmonaire (Robinson, 2001).
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Figure 3: Mécanismes menant a I'obstruction des voies rapies chez le cheval atteint

d’ORVR en crise.

L'importance relative de chacun de ces agents t@islogie de 'ORVR est inconnue mais |l
semblerait que la pathogénicité de certagts inoisissures) soit potentialisée par la présence
d’autres agents ef). endotoxines bactériennes). Une combinaison deiepiiss facteurs
retrouvés dans I'environnement des chevaux semssibmble participer a I'étiologie de
'ORVR mais I'étiopathogénie précise reste toujanonnue (Leguillette, 2003).

Cependant des taux élevés d'immunoglobuline (Iglais le liquide de LBA récolté sur des
chevaux atteints d’ORVR soutiennent I'’hypothese KDRVR serait une réponse allergique a
des moisissures thermophiles ou des actinomyagdésmmentaeni rectivirgula Aspergillus
fumigatus(A. fumigatu¥ ou Thermoactinomyces vulgariRobinson, 2001).

Par ailleurs, la question d’'un réle possible destdrées dans le développement de 'ORVR se

pose, ce qui expliquerait partiellement la bronliteia neutrophiles (Dixoet al.,1995).
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1.1.4. Lésions caracteéristiques

L'ORVR est généralement décrite comme une bronthialiffuse avec des bouchons de
mucus contenant des neutrophiles dans la lumieserdies respiratoires et une inflammation
mononucléaire dans le tissu connectif péribronelmel (Breeze, 1979; Thurlbeck et Lowell,
1964). Sont également rapportés une hyperplastaédipie, de la métaplasie des cellules a
mucus, de la fibrose bronchiolaire, de I'hypertriepthes muscles lisses et un nombre élevé de
mastocytes. Cependant aucune de ces études n’umclgroupe contrble bien défini. Des
études plus récentes (Lugb al, 2006; Bartneet al, 2006), tendent & montrer qu’il n’existe
pas de différences anatomo-pathologiques signifestentre les Iésions observées sur des
poumons de chevaux atteints d’'ORVR et les lésidiseivées sur des poumons de chevaux
contrbles, d’age comparable, soumis aux mémes omslienvironnementales. En revanche, il
existerait une association significative entreders inflammatoire et le nombre de cellules a

mucus dans les petites bronches dans les deuxegagpchevaux.

1.1.5. Hypersensibilité

L'ORVR semble provenir d'une réponse immunitaireécdfgue exagérée, donc une
hypersensibilité, mais les connaissances actusdigermettent pas d’affirmer de quel type.

Le fait que les signes cliniques soient exacerla@sl'imhalation de foin moisi a conduit les
chercheurs a croire que 'ORVR serait une réaditergique a des moisissures ou a des spores
d’actinomycétes. Les hauts niveaux d’IgE détect¥sde liquide de LBA de chevaux atteints
d’ORVR (Halliwell et al., 1993) supportent I'hypothése de I'intervention riuréaction
d’hypersensibilité de type | suivie d’une hypersbitigé de type IV comme dans I'asthme chez

’lhomme. Cependant, I'absence de phase de réaptiénoce chez le cheval suggéere un réle
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limité des mastocytes sensibilisés aux IgE dansathogenese de I'ORVR (Cordeat al.,

2003).

La théorie qui consiste a considérer 'TORVR commembodéle animal de I'asthme humain,
c'est-a-dire une réaction allergique (hypersernigbile type IV induite par un allergene),
possede ainsi certaines limites. Alors que I'hypesibilité de type IV induite par un allergéne
est caractérisée par une éosinophilie marquée, lésuauteurs s’'accordent sur le fait que le
cheval atteint d’'ORVR présente une inflammationtramhilique. De plus, le temps de réaction
dans 'ORVR est plus faible que dans I'hypersetigibde type IV (respectivement 4 a 6
heures contre 8 a 12 heures). Par ailleurs, TORéRble présenter des similitudes avec la
réaction d’hypersensibilité de type lll. La présemsassive de neutrophiles dans le liquide du
LBA des chevaux atteints d’'ORVR, la présence d’lgi@si que le temps de réaction apres
stimulation antigénique (4 a 6 heures) coincidetagvec une hypersensibilité de type |l
comme dans la maladie du poumon du fermier et dumpo du travailleur de coton. Ces
maladies se développent suite a I'exposition aptessieres organiques, de foin moisi et de
coton respectivement (Rylander, 1992). Elles prigst¢rde grandes similitudes avec 'ORVR
du cheval. Notamment, les signes cliniques, I'asgaEmurrent de la maladie ainsi que I'absence
de symptbmes lorsque l'antigene est évincé sontpacables. Il existe cependant une
différence quant a la localisation de la Iésiomflammation se situant au niveau des bronches
chez le cheval alors qu’elle atteint les alvéolassdla maladie du poumon du fermier (Warren,

1977).

1.1.6. Herédite

Une prédisposition familiale pour 'ORVR a été itiéée dés 1939 par Schaeper. Des études

de génétique des populations impliqguant des famdke propres fréeres et sceurs et des familles
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de demi-freres, demi-saeurs ont prouvé une prédtgpogénétique (Gerber, 1989, Magtial,
1991). L'analyse par ségrégation dans deux famdkeslemi-freres et sceurs a démontré une
héritabilité élevée [h(2)=1]. ainsi qu’'un mode dansmission complexe de 'ORVR (Gerlatr

al., 2009; Ramseyest al, 2007). Une analyse compléte du génome de cesghev permis
d’identifier deux régions chromosomiques (sur EGAet ECA 15) présentant une association
significative avec I'ORVR (P < 0,05) et onze régioohromosomiques présentant une
association plus modeste (Swinburat al, 2009). L'utilisation de microsatellites et de
marqueurs des facteurs de signalisation épithélayermis d’identifier I'interleukine (IL)-

4RA comme gene candidat dans une des familleséfiast 2007).

1.1.7. Mécanismes inflammatoires

Aprés stimulation antigénique, un grand nombre @etnophiles s’accumulent dans les
poumons des chevaux atteints d’ORVR. L'importaneelad composante neutrophilique de
l'inflammation dans 'ORVR est en grande partie @u&ontenu en endotoxines de la poussiére
inhalée (Pirieet al, 2003), ce qui montre une composante immunitaimée dans la sévérité de
l'inflammation lors d'ORVR.

Des lymphocytes T sont également recrutés au nidesubronches (Robinsat al., 1996;
Leguillette, 2003). Ces cellules ainsi que cellésidant dans le poumon (mastocytes,
macrophages, cellules endothéliales et épithéliabemstituent une source potentielle de
médiateurs inflammatoires impliqués dans la pathégé de 'ORVR. Au cours des dernieres
années un certain nombre d'études a porté sur datign du rble des cellules T dans les
pathologies équines. Concernant I'ORVR, il existeeajour des études qui rapportent une
réponse T helper (TH) prédominante de type 2 (le&edial, 2001, Beadleet al, 2002,
Cordeauet al, 2003) avec surexpression des IL-4 et 5 dans délsles sécrétantes et une

augmentation des niveaux d’acide ribonucléotidiqessager (ARNm) des IL-4 et 13 dans les
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cellules du LBA des chevaux atteints d’ORVR. D’astétudes reportent I'implication d’une
réponse de type TH1 (Ainswortt al, 2003). D’autres encore suggérent qu’aucune de ces
deux réponses ne serait impliquée (Kleibeal, 2005). Enfin, I'implication d’'une réponse de
type TH17 a été suggérée (Debaial, 2005). Ces résultats contradictoires pourraitnet én
partie dus au fait que ces études ont été réal@méades groupes de chevaux différents et a des

moments différents du développement de la pathel@dartiet al, 2008).

1.1.8. NF-kB

Un récepteur pour NkB est contenu dans le site d'initiation de la miégodes génes
inflammatoires exagérément exprimeés lors d'ORVR. kF«B est fortement activé dans les
cellules du LBA et dans les cellules récoltéesl'gpithélium bronchique de chevaux atteints
d’'ORVR en crise comparés avec des chevaux saine#Bet al, 2000a). Par ailleurs, les
complexes NReB présents dans les cellules bronchiques des ckattrints dORVR ne sont
pas des hétérodiméres p65-p50 classiques maisodesdiméeres p65 (Bureaet al., 2000a).
Ces derniers sont des transactivateurs préferentkCAM |, lequel intervient dans
'inflammation des voies respiratoires. De plus, lmodimeéres p65 induisent I'expression de
I'IL-8, chimioattractrice des neutrophiles (Matsu&wet al., 1999). Ceci pourrait expliquer
pourquoi 'ORVR est associée a une inflammationtmganilique et non éosinophilique. NF-
kB régule également I'expression de genes codant Platl B et le tumor necrosis factor
(TNF)-a, cytokines pro-inflammatoires qui, a leur tourguisent I'activation de NkB. Ces
boucles d’auto-activation auraient un rdéle primatdians la persistance de l'activité de RB--
dans ces cellules (Bureatial.,2000b). En effet, dans les cellules bronchiquesctesaux, les
boucles d'auto-activation sont normalement intepoes par de puissantes boucles auto-
inhibitrices qui sont principalement régulées pdB-p. Or, chez les chevaux atteints dORVR

exposés a d’abondants stimuli inducteurs de I'mftaation, la production basale d’IBdans
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les cellules bronchiques est insuffisante pourbi@hiles boucles auto-activatrices de grande
amplitude initiées lors de la crise (Burestual., 2000a). Il en résulterait une libération accrue
de radicaux libres et de protéases engendrantyertttions et |ésions pulmonaires. En effet,
les crises d'ORVR sont associées a une augmentsitjoificative des marqueurs du stress
oxydatif (eg glutathion oxydé et ratio du glutathion réduitostydé) dans le liquide bordant

I'épithélium pulmonaire. Ces marqueurs sont sigatiivement corrélés avec le nombre de

neutrophiles dans le liquide de lavage bronchoedarée (Artet al, 1999).

En résumé, l'action des antigénes au niveau dessvmspiratoires profondes stimule la
libération de cytokines, engendrant I'activationfaieteurs de transcription, lesquels permettent
'expression des geénes inflammatoires (Figure 4s inflammations récurrentes des voies
respiratoires sont ainsi associées a une expressagerée des genes codant pour les protéines
inflammatoires intervenant dans les réponses imsueé inflammatoires. Connaitre
I'expression de ces genes devrait donc permettrenideix comprendre les mécanismes

responsables de 'ORVR.
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Figure 4: Cascade de linflammation probable lors d'obsinrctrécurrente des voies
respiratoires (Mesnét al, 2006).
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1.2. Les microdamiers d'expression

Expression microarrays in equine sciences. Ramery E, Closset R, Art T,
Bureau F, Lekeux P. Vet Immunol Immunopathol. 2009, 127, 197-202.

Les microdamiers d’expression sont des outils deesing puissant pour identifier les profils
d’expression clés qui sont influencés par I'envitement, la maladie, la nutrition ou tout
processus du développement tissulaire. La forceette technologie provient de sa capacité a
mesurer simultanément le niveau d’ARNmM de milldesgenes (Dawson, 2006).

L’'analyse du profil d’expression génique grace atillsation de microdamiers est une
orientation nouvelle et prometteuse pour la comgmélon des meécanismes
physiopathologiques qui sous-tendent les mala@éd@&rentes tentatives visant a clarifier la
pathogénese de I'asthme humain ont été réalisasl@ de cet outil (Izuhara et Saito, 2006).
Ces études ont apporté de nouveaux biomarqueurdepdiagnostic, des cibles thérapeutiques
ainsi gu’'une meilleure compréhension des meécanigm#ésogéniques de I'asthme. Ainsi, en
médecine humaine, l'utilisation du microdamier cH&zdividu asthmatique a permis de
confirmer I'implication de certains genes tels qN@S2A et GPX3 (Lapriset al, 2004) mais
elle a aussi permis de mettre en évidence I'impboade mécanismes jusqu’alors inconnus tels
gue I'équilibre arginine-arginase (Zimmermetral, 2003). Par ailleurs, les profils d'expression
génomique obtenus grace a cette technique devrpemmbettre d'évaluer la sévérité de la

maladie (Hansedt al).

1.2.1. Expression génique

La trés grande majorité des cellules d’'un animatieat un jeu chromosomique complet et des
genes identiques: la totalité de l'information res@gre pour créer un étre vivant complet.

Cependant, seule une petite partie de ces génastas& (on dit qu'ils s’expriment) et c’est ce
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AN

sous-ensemble "exprimé" qui confére leurs promiéi@iques a chaque type cellulaire.
"L’'expression génique" est le terme utilisé pourcridé la transcription de linformation
contenue dans l'acide désoxyribonucléique (ADN)nemlécules d’ARNmM qui sont ensuite
traduites en protéines, lesquelles réalisent Igpgrtudes fonctions essentielles des cellules

(Figure 5).

Transcription
ARN mesSager

Cytoplasme —87 ARN messager
# ("photocopie” de I'ADN)

~9) Protéine
bt

kv,

Traduction

Figure 5: Etapes nécessaires a la synthese d'une protédepatt de la séquence génique.

L’expression génique est un processus complexaarnént régulé qui permet a une cellule de
répondre dynamiquement a la fois aux stimuli emnementaux et a ses propres besoins
changeants. Ce mécanisme agit aussi bien sur ue toodbff”, qui contrdle quels génes sont
exprimés, que sur un mode +/-, qui régule le nivdaxpression précis de chaque géne. La
transcription génique n’est qu’'une des étapes dagsisus régulateur qui conduit a la synthése
de protéines fonctionnelles. Par conséquent, istnfgs toujours possible de corréler les
variations d’ARNm avec des changements protéiqugshénotypiques (Moody, 2001; Muller
et Kersten, 2003). Cependant, I'étude des étajiaes de régulation de I'expression génique

permet de mieux comprendre les processus clésrdguéation métabolique.
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1.2.2. Défi technique lié a la mise a dispositiond  es génomes

Les techniques deolymerase Chain ReactidRCR),Southernet Nothern Blotpermettent de
mesurer la quantité et la qualité spécifiqgue d’aie nucléique spécifique (Ainswordi al,
2003; Giguereet al, 2002; Horohovet al, 2005; Rottmaret al, 1996). Ces techniques
performantes sont cependant limitées par le nondgregénes qui peuvent étre étudiés
simultanément.

A partir du moment ou le génome humain, suivi pEuicd’autres espéces, a été séquencé, le
défi a été d’'analyser les niveaux d’expression oontants de milliers de géenes dans de
nombreux types cellulaires différents et sous umeiété de conditions expérimentales
différentes. Concernant le cheval, le premier abtage de la séquence du génome équin est
disponible depuis janvier 2007. En pratique, 85%génome a été séquencé car certaines
parties du génome sont trés difficiles a séquernerniveau de couverture est équivalent a
celui obtenu chez la souris, le rat ou le chiensetil celui de 'homme est supérieur

bY

(http://web.vet.cornell.edu/public/Research/zweaitgaak07.htih Le challenge a présent est

d’annoter cette carte. Cela implique de comprefalfenction des génes et leurs interrelations
avec les protéines et I'environnement qui conddisena création de systémes vivants
dynamiques et complexes. Différentes méthodes iost au le jour afin de comprendre les

fonctions du génome a large échelle.
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1.2.3. Présentation des microdamiers

Les microdamiers permettent d’étudier simultanémamtgrand nombre de génes ou de
séquences d’'acide ribonucléique (ARN). Le princige cette technologie repose sur
'appariement de ’TARNmM ou de sa séquence ADN cé@émgntaire (ADNCc), appelée cible, a
un fragment d’ADN de séquence complémentaire appeftdle, fixé sur un support le plus
souvent en verre (Figure 6). Selon ce principeéhate (A) est complémentaire a la thymine
(T) (ou a l'uracile s'il s'agit dARN) et la cytosi (C) a la guanine (G). Les bases
complémentaires s'apparient tandis que les bagesamplémentaires se repoussent. Chaque
jeu de sondes identiques occupe une position hiéoige sur le microdamier qui permet
d’identifier a quel gene il correspond. Les cibkesnt colorées a l'aide d’un marqueur
fluorescent et l'intensité de la fluorescence, a position donnée du microdamier, indique la
quantité relative d’ARNm correspondant présentesd@chantillon (Figure 7).

Jusqu’ici, peu de travaux portant sur des profisxpression globaux ont été réalisés chez le
cheval. Ces rares études sont essentiellementipteses et ont surtout visé a valider la
technique du microdamier chez le cheval. Ellesr@a@nmoins permis de mettre en lumiére la
réponse basique de cellules ou de tissus a dediemlades challenges toxiques ou des
infections (Ramergt al. 2007; Ren et Prescott, 2004).

Les microdamiers sont des outils qui permettentudiér I'expression de milliers de génes
mais ils dépendent du principe d’hybridation pamptémentarité des bases, un processus
complexe sujet a des variations expérimentalesstCimurquoi, encore aujourd’hui, la
performance des microdamiers se situe plus a waaiqualitatif que quantitatif et les résultats
de microdamiers doivent étre confirmés par desnigcies de référence telle queréal time

guantitative reverse transcription by polymerasainheaction(RT-qPCR).
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Figure 6: Présentation du principe de complémentarité desshsur lequel repose I'hybridation
des microdamiers: adénine (A) avec thymine (T)&sine (C) avec guanine (G).

SPOT ROUGE: le géne est sur-exprim € dans les cellules testées.

SPOT VERT: le gene est sous -exprim € dans les cellules testées (surexprimé dans les
cellules contrdles).

SPOT JAUNE: le géne est exprim é de mani ére équivalente dans les cellules testées
et les cellules contréles.

SPOT NOIR: le géne n’est pas exprim é dans les cellules testées ni dans les cellules
controles.

Figure 7: Lecture et interprétation des microdamiers.
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1.2.4. Utilisation des microdamiers

Les séquences nucléotidiques que I'on souhaiteiestsdnt extraites a partir d’échantillons
biologiques ég. cellules du LBA, leucocytes sanguins). Le pool dMR initial est rétro-
transcrit en un pool d’ADNc marqué. L’hybridatioermet I'appariement spécifique des bases
complémentaires de la sonde et de la cible (streigitésente dans I'échantillon a tester). Les
étapes de lavage permettent d’éliminer les ségeetedeéchantillon qui n’ont pas apparié. Le
damier est alors scanné et une image informaticpieaequise. La position de la sonde
complémentaire illuminée sur l'unité d’hybridatigpgermet de déduire lidentité de I'acide
nucléique hybridé (Thomast al, 2005).
Une fois les résultats obtenus, ceux-ci doiverd @#alidés. La validation des résultats se fait en
trois phases (Chuaqat al,2002):
- contrble expérimental de la qualité de chaqupeét@elui-ci revient a la firme.
- confirmation indépendante des données. Elle stsi vérifier les taux d’expression
des génes trouvés dans I'expérience avec des neStlandres que les microdamiers. La
RT-gPCR est la technique de choix a cette fin (MaetdcShoemaker, 2002).
- assurance de l'universalité des résultats. Eddent a déterminer si les données
obtenues sont des éléments essentiels pour laiptestrde I'état biologique étudié

(Figure 8).

1.2.5. Exploitation des résultats

Le profil d’expression est I'étude de la réponses deultiples ARNm (sous forme de
concentration résultant de I'expression de leursegé&correspondants), présents dans un type
cellulaire spécifique ou un tissu, a des conditionstraitements spécifiques. Les éventuelles
Sur ou Ssous-expressions geéniques peuvent ensuie néises en relation avec un état
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pathologigue ou constituer de nouvelles cibles ap@utiques. Les microdamiers, qui
permettent d’étudier simultanément I'expression rdidiers de génes, offrent une vision
globale de I'expression des génes dans une celtelequi est souvent essentiel pour une
compréhension globale de sa fonction. Les microdesyant ainsi une fonction exploratoire a
jouer. lls permettent en effet d’établir de nouesldirections pour des recherches futures et

peuvent étre a I'origine de nouvelles hypothesesaiail.

Protocole expérimenta
et préparation des
échantillon

Soumission des
échantillons et contréle
qualité

Publication

Génération des donnéss

microdamier

Validation des données
par RT-gPCR

Controle qualité et
analyse des donnée

Figure 8: Différentes étapes d’'une étude par microdamier.
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1.2.6. Limites des investigations transcriptomiques

La transcriptomique est I'étude de I'ensemble deBIA transcrits a partir d'un génome. Elle vise a
déterminer la présence ou I'absence ainsi que datdgé relative d’ARNm codant pour certains génes
dans les cellules et les tissus. Elle permet ditigaer des mécanismes biologiques complets (Btant
al., 2004). Cependant, déterminer quels sont les genes dom@ration d’expression est
spécifiguement liée a une maladie représente ulenha. En effet, les variations d’expression
au sein d’'un organisme permettent a I'organisme’agapter a tout moment suivant sa propre
biologie €g. rythme nycthémérale, age, cycle) et en réponse raultiples variations de
'environnement €g. température, humidité). Les changements d’exmpessiés a une
éventuelle maladie viennent se surimposer a caatioms physiologiques. Par ailleurs, ces
variations d’expression peuvent étre trés rapiddssemesures d’expression n'offrent qu’un
instantané du profil d’expression au moment préaigprélevement. Il peut donc étre difficile
de déterminer si cet instantané correspond a laeptanitiation et de développement de la
maladie ou déja a la mise en place des processuxat@sation subséquents. Il faut ajouter
gue l'expression génique n’est qu’une des étapeésanpduisent a la synthése de protéines
fonctionnelles. Suite aux modifications post-traipgomiques, les variations d’expression
génique ne sont pas toujours corrélées a des ieasatphénotypiques. Enfin, la
transcriptomique a pour ambition d’étudier simuétarent I'expression de tous les genes d’'une
cellule ou d'un tissu. Cette approche génére unantifé considérable de données dont

I'analyse requiert des outils statistiques et bmimatiques spécialisés.
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1.3. La Pentraxine 3: PTX3

La Pentraxine 3 (PTX3) appartient a la superfandlts pentraxines, elle-méme membre des
pattern recognition receptdiPRRs). Les PRRs peuvent étre exprimés a la sudes cellules
ou se retrouver sous forme soluble dans les liguid®logiques. lls sont capables de
reconnaitre quelgques motifs microbiens détermia@peléspathogen-associated molecular
patterns(PAMPS), et activent la composante innée de langpommunitaire. Les PRRs de
surface incluent les récepteurs endocytiques eblebke receptors(TLRs). Les composants
de limmunité humorale incluent les membres de dacade du complément et les PRRs
solubles tels que les collectines, les ficolinekegtpentraxines (Bottazet al, 2006; Garlanda
et al, 2005). Les PRRs de la phase fluide forment urumgohétérogene de familles
moléculaires et agissent comme des ancétres derast lls jouent un réle clé en tant
gu’effecteurs et modulateurs de la résistance inbés PRRs interagissent avec I'immunité

cellulaire innée et PTX3 représente un élémentleléette interaction.

1.3.1. La superfamille des pentraxines

Les pentraxines constituent une superfamille deiatgars de la phase aigtie de l'inflammation.

Elles se caractérisent par une structure multimérgyclique et par la présence a leur extrémité
carboxy-terminale d'un domaine conservé d'envirdd Raires de bases, nommé le domaine
pentraxine (Pepys et Hirschfield, 2003). Les pemes sont conservées dans la phylogenese

ce qui pourrait signifier qu’elles conferent un atzge sélectif.

La protéine réactive C (CRP) qui, avec le composamyloide P sérique (SAP), constitue la
branche des pentraxines courtes est la premiérécoiel PRR de la phase soluble a avoir été

découverte. PTX3, puis les autres pentraxines kesigant été decouvertes plus récemment,
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dans les années 1990, comme des génes inductibtissanolécules exprimées dans des tissus
spécifiqgues (Brevario et al.,, 1992). Les pentraxitengues ont un long domaine amino-
terminal supplémentaire, couplé au domaine pemteagarboxy-terminale. Elles different des
pentraxines courtes par leur organisation génilgue,localisation chromosomique, leur source
cellulaire et leurs capacités de reconnaissanakiretuction. De récentes études portant sur
PTX3 suggeérent limplication de celle-ci comme cosgnte structurelle de la matrice

extracellulaire (Salustet al, 2004; Scarchillet al, 2007).

Les pentraxines courtes CRP et SAP sont produideslgs hépatocytes en réponse a des
médiateurs pro-inflammatoires, notamment I'lL-6g(Fe 9). Dans les tissus périphériques, la
pentraxine longue prototypique PTX3 est produita #is par les cellules résidentes et par les
cellules de l'immunité innée en réponse aux sigrmaoxinflammatoires et a l'activation des
TLRs. PTX3 se lie et joue un role protecteur natorelant vis-a-vis de pathogénes spécifiques
commeA. fumigatuset les virus influenza (Garlanda al, 2002; Readingt al, 2008). PTX3

est également impliquée dans des activités sansaliec des microorganismes telles que la

formation ducumulus oophorus

1.3.2. Structure de PTX3

Le gene humaiTX3est organisé en trois exons séparés par dewnimtk@s deux premiers
exons codent respectivement pour le peptide leatler domaine N-terminal de la protéine
tandis que le troisieme exon code pour le domaérgraxine avec une bonne correspondance

avec les autres membres de la famille pentraxine.
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Figure 9: Les pentraxines CRP, SAP et PTX3 (Kravitz et Sfeldn2006).

La protéine humaine PTX3 est longue de 381 acidésés, incluant le peptide signal de 17
acides aminés. La protéine mature sécrétée a ws pooléculaire prédit de 40 daltons et
consiste en un domaine C-terminal "pentraxin-lide"203 acides aminés couplé a un domaine
N-terminal de 178 acides aminés sans lien avectr@'aprotéines connues (Figure 10). Un
alignement significatif a été observé entre le domeaC-terminal de PTX3 et les courtes
pentraxines classiques, avec 57% d'acides amindéseozes et 17% d’acides aminés
identiques. L’analyse de la séquence humaine de3PinHique la présence d'un site de
gycosylationN-linked dans le domaine C-terminal sur I'acide aminé Aagiawe 220 et ceci
explique le poids moléculaire plus élevé par étgidiorése sur gel de polyacrylamide sodium
dodecyl sulfate (SDS-PAGE) en conditions réduitgs KDa au lieu des 40 kDa prédits). Le
domaine C-terminal de PTX3 contient la signatuneocéque pentraxine (HXCxS/TWXS/T), et
deux cystéines aux positions 210 et 271, conserghes tous les membres de la famille

pentraxine (Garlandet al, 2005).
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Figure 10: Organisation structurelle des pentraxines cowstdsngues (Mantovaret

al., 2004).

1.3.3. Sources cellulaires et inducteurs

PTX3 a été identifié dans un premier temps comme ure ggBcocement induit dans les
cellules endothéliales vasculaires et les monodgesvarioet al,1992; Leeet al, 1993). Les
monocytes sanguins périphériques expriment desamwsignificatifs de PTX3 en réponse aux
cytokines pro-inflammatoires ILgLet TNFo (Tableau 1), suivant un challenge induit par
certains composants microbiens (lipopolysaccharlgmarabinomannanputer membrane
proteing (Bottazziet al, 2006; Garlandat al, 2005; Jeanniret al, 2005). L'IL-10 peut
également induire PTX3 et amplifier sa productiaduite par le lipopolysaccharide (LPS)
(Doni et al, 2003). Etant donné le réle de I'IL-10 dans lasghehronique et la résolution de
l'inflammation (Mooreet al, 2001), I'induction de PTX3 reflete probablementréle dans
l'organisation de la déposition de matrice, la répan tissulaire et le remodelage. L'IL-6,
principal inducteur de SAP et CRP, de méme quealdvateurs typiques des monocytes
(MCP1 /CCL2, M-CSF, GM-CSF, INk} sont inactifs (Vidakt al, 1994). D'autres cytokines
telles que I'lL-4, I'lL- 13 et I'INF inhibent quant a elles la production de PTX3 itelpar le

LPS, I'lL-1B et le TNFe (Doniet al, 2006).
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Tableau 1: Induction de PTX3 par différentes cytokines dassdellules humaines.

TNF-« IL-1B IL-6  INF-y

Fibroblastes

Fibroblastes de lignée FS-4 S S

Cellules de fibrosarcome, lignée 8387 S S No No
Fibroblastes normaux S S No No
Cellules endothéliales

Cellules endothéliales de veine ombilicale S S No No
Cellules épithéliales

Cellules épithéliales alvéolaires basales A549 S S

Cellules épithéliales primaires de type 2 S S

Cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B S S

Cellules épithéliales primaires des petites voess S S

Cellules épithéliales des tubules proximaux du rein S S No

Cellules hépatigues

Cellules de carcinome hépatocellulaire Hep3B S S No No
Leucocytes

Monocytes S S No I
Cellules dendritiques myéloides S

S: Stimulation No: Pas d'effet I: Inhibition

Parmi les leucocytes sanguins périphériques, desiisnonocytes peuvent exprimer ’ARNmM
codant pour PTX3. Les lymphocytes B et T, les ¢eflnatural killer (NK) et les neutrophiles
n'expriment pas 'ARNm codant pour PTX3 dans lesditions normales ni aprés une
stimulation appropriée (Vidat al, 1994). PTX3 peut aussi étre induite dans les ompdierges
dérivés de monocytedn-vitro, dans les macrophages péritonéaux murins, et dems
macrophages tumoraux ainsi que dans toute unedslignées cellulaires myélomonocytiques
murines et humaines. Récemment, la présence de RT¥® identifiée dans les granules
spécifiques lactoferrine-positives de neutrophilesmains (Jaillonet al, 2007). Les
eosinophiles et les basophiles ne contiennentgpeotéine. Des études réalisées sur la moelle
osseuse de PTX3 montrent que 'ARNm de PTX3 estriexp dans les précurseurs
promyélocytiques et myélocytiques des neutrophitess pas dans les neutrophiles segmentés
(Jaillon et al, 2007). PTX3 est donc stockée sous une forme épaét'emploi” dans les

granules des neutrophiles et est rapidement libénéeas de reconnaissance microbienne. Par
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ailleurs, l'analyse des images obtenues par miomiecconfocale de neutrophiles activés
révéle que PTX3 se localise dansnesitrophil extracellular trapgNETS). Les NETs sont des
projections de chromatine associées a des protaingéaires qui forment une sorte de filet a
I'extérieur du neutrophile. Ce filet favorise Iptzre d’antigenes microbiens (Brinkmaeinal,
2004). L'association des NETs et de PTX3 constaiti@insi un microenvironnement essentiel
pour piéger et tuer les microbes (Brinkmaatral, 2004; Fuch®t al, 2007) et notamment les

conidies dA. fumigatugFigure 11).

Figure 11: Localisation de PTX3 dans les NETs. Neutrophilegosés a des conidiebA.

fumigatus Les neutrophiles ne sont pas perméabilisés. L’Adpigarait en rouge et PTX3 en
vert (Contraste d’interférence différentielle, teitue Normarski). Barre= 5um (Jaillat al,

2007).

Les cellules dendritiques dérivées des monocytes@mnt a elles les meilleures productrices
de PTX3 (Tableau 2) en réponse au LPS et aux TeRgjieouter membrane proteifOMP)-

A ou peptidoglycan (TLR-2), DNA double brin (TLR;3yandida(TLR-4) et flagelline (TLR-

5) (Doni et al, 2003). La production de PTX3 par les cellulesdiitigues (CDs) se limite
cependant aux CDs myéloides tandis que les CDmptagoides sont incapables de produire
la protéine quel que soit le stimulus impliqué (Denal, 2003). D'autres cellules encore que
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les cellules endothéliales et celles de la lignéetlaide sont capables de produire PTX3,
notamment les fibroblastes, les cellules muscidailieses, les adipocytes, les cellules

épithéliales pulmonaires et les cellules de la gi@sa.

Tableau 2: R6le des TLRs et des sous-unités microbienneesqaression de PTX3 dans les

monocytes, macrophages et cellules dendritiquesames.

Récepteur Ligand Monocytes Macrophages CD Mo CD My CDp
TLR2 Omp-A S
PGN S S No
TLR3 Poly I:C S S No
TLR4 LPS S S S S No
Conidies S S S No
TLR5 Flagelline S
TLR9 CpG ODN No No
Autres micro-organismes
Mycobacterium bovis S
P.aeruginosa S S No
Virus Influenza No
S: Stimulation No: Pas d'effet

CD Mo: CD dérivées de monocytes, CD My: CD myélsjdeDp: CD plasmacytoides
Omp-A: Outer membrane protein A°GN: Peptidoglycan,
Poly I:C: Acide polyonisique polycytidylique

1.3.4. Régulation

Afin de comprendre la régulation de la protéineptemoteur proximal du geneTX3 chez
I'hnomme et chez la souris a été séquencé. Plusiecepteurs pour des facteurs de transcription
ont été identifiés notamment les sites P@ttivator protein 1(AP-1), NF«B, secretory
protein 1 (SP-1) et NF-IL6. Le site NkB est fonctionnellement actif en réponse a une
stimulation par I'lL-B ou le TNFe tandis que les sites AP-1 et SP1 ne semblentop&s pn
réle majeur en terme de réponse aux cytokines. ii¢pe, un autre mécanisme a été démontré
dans la régulation de l'expression de PTX3 danschikiles épithéliales alvéolaires et

bronchiques du poumon humain (Hetral, 2005). Dans ces cellules, le blocage du sitexRF-
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n'abolit pas l'induction de PTX3 par le TNFC'est le site c-Jun N-terminal kinase (JNK) qui
est impligué. En accord avec ces résultats, il eeménent été démontré que les
glucocorticoides (GCs), qui jouent un rbéle complebems la régulation des composants de
l'immunité innée et adaptative, ont des effetsl'sxipression de PTX3 qui different dans les
cellules hématopoiétiques et non-hématopoiétigDesi(et al, 2008). Les GCs inhibent la
production de PTX3 dans les CDs myéloides tanditsdactivent dans les fibroblastes et les
cellules endothéliales. Cet effet s'observe aussi Avec les GCs exogénes gu'endogénes, les

patients souffrant de Cushing présentant un nideaRTX3 sérique plus élevé.

1.3.5. Ligands de PTX3

PTX3, libérée par les neutrophiles ou produite fear CDs et les monocytes suite a un
challenge microbien, est capable de se lier a dégémes bien spécifiquefngi, bactérie ou
virus (Figure 12). Elle promeut alors la phagocgtes donc I'élimination du pathogene. PTX3
se lie notamment de maniére spécifique aux pathesgsnivants: les conidiesAd'fumigatus
(Garlandaet al, 2002), Paracoccidoides brasiliensist le zymosan (Dinizt al, 2004), les
bactéries gram positives et négative&dtaphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Neisseria meningitides, bKiella pneumoniagGarlandaet al,
2002; Jeanniet al, 2005) et certaines souches virales telles queytesnégalovirus humain et
murin et le virus influenza de type A (Bozz al, 2006; Readinget al, 2008 ). Les
macrophages de souris transgéniques qui surexpriRiEX3 ont un index phagocytique plus
élevé de Paracoccidoides brasiliensisque ceux de souris sauvages. Par ailleurs,
'administration de PTX3 exogéne entraine une augat®n de l'activité phagocytique des
macrophages des souris sauvages (Déhial, 2004). Ces résultats confirment la capacité de
PTX3 a agir comme une opsonine. Il a en outre éhdothtré que les souris transgéniques pour

PTX3 surexprimaient les récepteurs dectin-1 et T,L&&ix-ci étant impliqués respectivement
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dans linitiation et I'activation de la cascade fnflammatoire (Gantneet al, 2003; Willment

et Brown, 2008).

PTX3 est également impliquée dans la modulatiofiagéivation du complément (Figure 12).
PTX3 se lie en effet au premier composant de l& wtassique d’activation du complément
(C1q). Contrairement aux pentraxines classiqueX3Hiiteragit avec C1g de maniere calcium-
indépendante, sans agrégation préalable de laipeotéinteraction de PTX3 et C1q résulte en
I'activation de la voie classique du complémentsdme Clg est plastiguement immobilisé
(Inforzatoet al, 2006). En revanche, lorsque C1q est sous foriublgoet qu'il se lie a PTX3,
cela résulte en linactivation de la voie classiqgmmme sous l'effet d'une compétition
inhibitrice (Nautaet al, 2003). PTX3 interagit également avec le facteuruhl régulateur
majeur de la voie alterne du complément (Zigehl, 2008). La déposition du facteur H est
stimulée sur les surfaces couvertes de PTX3, cepiguiient une stimulation excessive de la

cascade du complément (Delstral, 2008).

PTX3 se lie par ailleurs aux cellules apoptotiquehljbant leur reconnaissance par les CDs
(Rovere et al, 2000). Cette reconnaissance intervient tardivém#sns |'apoptose et,
contrairement aux pentraxines classiques, intenldeaussi de maniére calcium-indépendante.
L'activité de PTX3 varie en fonction de la formengdaquelle elle se trouve. Sous forme
déglycosylée, elle se lie et active le complémentthniére plus efficiente (Inforzawd al,
2006). En revanche, l'activité antivirale de PTX3nsanifeste sous sa forme syalilée (Reading

et al, 2008).
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1.3.6. Rble de PTX3 dans l'inflammation

PTX3 se comporte comme une protéine de la phadee alg l'inflammation. En effet, son
niveau, bas en conditions normales (< 25 ng/ml dhaegouris, < 2 ng/ml chez 'homme)
augmente rapidement et de fagon importante lorshde endotoxinique ou septicémique mais
aussi lorsque toutes sortes de conditions infesti®ou inflammatoires sont rencontrées. Le pic
en PTX3 circulant est atteint en six a huit heaesc des valeurs allant jusqu'a 800 ng/ml chez
I'hnomme comme chez la souris. Les données colleatérs différentes pathologies indiquent
une corrélation entre les niveaux de PTX3 plasmatiet la sévérité de la maladie, suggérant
un rble potentiel de PTX3 comme marqueur diagnostiet pronostique de l'inflammation. Il
reste & déterminer si la corrélation entre le nivda PTX3 circulant et la pathogénie est
associée a un réle de PTX3 dans la pathogéniealemeges, par exemple via I'amplification
des cascades du complément et de la coagulatiataggoet al, 1997; Nautaet al, 2003;

Napoleoneet al, 2002 et 2004).

Le r6le de PTX3 dans la régulation de l'inflammatin-vivo a été investigué grace a des
modeéles de souris transgéniques surexprimant PTX30 contraire, déficientes en PTX3.
Dans un modéle de toxicité au LPS et de ligaturegfion du caecum, la surexpression de
PTX3 conférait une résistance accrue aux souriss@eniques tandis que la déficience en
PTX3 n’avait pas d’incidence (Garlandaal, 2002). A l'inverse, a la suite d’'une atteinte de
l'intestin par ischémie-reperfusion, les souris gurexprimaient PTX3 ont développé une
réaction inflammatoire exagérée et leur taux deisw été réduit (Souzt al, 2002). En effet,

PTX3 stimule la production de médiateurs de l'inffaation par I'organisme tels que I'oxyde
nitrique (NO) et le TNFe ce qui se traduit par un effet pro-inflammatoiexjuel sera dans

certains cas favorable a la survie de I'organistriaas d'autres cas délétere.

47



Un exemple supplémentaire de la dualité d’actioP @3 est donné par I'implication de celle-
ci dans la résistance a linfection pulmonaire paebsiella pneumoniaehez des souris
transgéniques (Soares al, 2006). Lorsque les souris transgéniques (avesiqalts copies du
géne codant poTX3 recoivent un inoculum élevé de bactéries, ellesinant plus vite et la
dissémination bactérienne dans le sang est acenuegmparaison aux souris sauvages. Une
explication a cette dualité serait qu’en controlamroduction de NO et de TNE-et selon que

inflammation est modérée ou marquée, I'expressienPTX3 favorise ou prévient I'afflux

neutrophilique et subséquemment la capacité dasssgérer I'infection.

PTX3 active également 'amplification de la répoirflammatoire lorsqu’elle interagit avec le
ligand bactérien OMP-A. Elle active le recrutemesetlulaire et le niveau des cytokines
inflammatoires (Jeanniet al, 2005; Cotenat al, 2007). Cet effet est démontré par le fait que
la réponse inflammatoire a 'OMP-A est significatiment diminuée chez les souris déficientes
en PTX3 et qu'elle est restaurée par 'administratie PTX3 exogéne chez ces mémes souris.
Dans ce cas, PTX3 amplifie la réponse innée enattie complément indépendamment de la

voie classique (Coteret al, 2007).

Mais PTX3 n’est pas pro-inflammatoire dans tousdas. Notamment, lors d’inflammation
non-septique, par exemple lors d'infarctus aigu rdyocarde, il a été démontré qu’une
déficience en PTX3 entrainait une réaction inflarwine et des dommages plus importants,
PTX3 ayant ici un réle cardio-protecteur. PTX3 audanc un role et des effets duels dans la
modulation des voies classique et alterne du camghé (Cotenaet al, 2007; Bottazzet al,
1997). Un rble protecteur comparable a été sugméréveau du systéme nerveux (Soetal,

2002).
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1.3.7. PTX3: Le cas particulier d Aspergillus fumigatus

In-vitro, les conidies &. fumigatusinduisent rapidement la production de PTX3 par les
macrophages et CDs. PTX3 se lie aux conidies dhogane opportuniste (mais pas aux
hyphes). En se liant aux conidies, PTX3 facilitgdrnalisation et I'inactivation des conidies et
induit la production de lamonocyte chemotactic protein-MCP-1 ou CCL2) par les
macrophagesdn-vivo, les patients humains et les souris infectésfpdnmigatugprésentent des
niveaux de PTX3 plasmatique augmentés (Garlatda, 2002). Les sourigknock-out(KO)
pour PTX3 sont extrémement susceptibles a l'adjsgi pulmonaire invasive.
L'administration de PTX3 recombinant a ces sounis &ffet protecteur complet (Gaziaab
al., 2004). On a constaté chez ces souris KO, indapatle reconnaitre les conidieAd'
fumigatus,un profil cytokinique inapproprié orienté vers urdg@onse TH2 plutét que vers la
réponse protective appropriée TH1. PTX3 apparai$i aiomme essentielle pour l'activation
d'une réponse immune polarisée de type 1 caéntfamigatugGarlandaet al, 2002). Dans ce
contexte, le rble joué par PTX3 dans le développerdeine réponse TH2 inappropriée mérite

d'étre étudié dans l'aspergillose bronchopulmoradieggique.

1.3.8. Autres rbles de PTX3 (fertilité et activité  anti-angiogénique)

PTX3 apparait comme indispensable a la reproductioreften, les souris KO pour PTX3 sont
séverement infertiles (Garlangaal, 2002; Varanget al, 2002). Cette infertilité est associée a
un cumulus oophoruanormal, caractérisé par une matrice extracetkiiastable dans laquelle
les cellules du cumulus sont uniformément dispersie lieu d'irradier a partir de l'oocyte
central (Salustret al, 2004). PTX3 est exprimée dans l'ovaire des saluniant la période preé-
ovulatoire en paralléle a la déposition de matpee les cellules du cumulus. En se liant au
TNF-w-induced protein 6(TSG-6), PTX3 agit comme un point d'ancrage pa@unriatrice

49



extracellulaire riche en acide hyaluronique (Salwttal, 2004), laquelle est essentielle pour la
fertilité. Par ailleurs, PTX3, contenue dans lanmatducumulus oophorydirige I'adhésion et
la direction des spermatozoides, facilitant aiesptocessus de fertilisation (Salustti al,

2004).

PTX3 se lie également dibroblast growth factor 2FGF2) avec pour effet le blocage de

I'activité angiogénique du FGFa-vivo et in-vitro (Rusnatiet al, 2004).

Ainsi, outre son implication dans l'immunité hureranée, PTX3 exerce également un rdle
essentiel dans la fertilité et des fonctions angjiagéniques. Ces fonctions ne font pas l'objet

du présent travail et ne seront donc pas détaillées

1.3.7. Conclusions

PTX3 est une protéine de l'inflammation récemmeitodverte et qui n'a jamais été étudiée
chez le cheval.

Elle intervient dans la réponse immune innée. BiE comme un ancétre fonctionnel des
anticorps. En effet, elle reconnait les microbestiva le complément et facilite la

reconnaissance de certains pathogénes par les ghego jouant ainsi un réle dans la
résistance contre ces pathogénes et, en particutientre le champignon pathogéne
opportunisteA. fumigatugGarlandaet al, 2002, Gazianet al, 2004). Or, ce dernier est I'un

destrois actinomycétes majeurs présents dans lesafes et impliqués dans I'ORVR. La
régulation de I'expression de PTX3 dans les maageh et les cellules dendritiques (CDs)
suggeéere que cette molécule est impliqguée dans wamsne d’amplification de la résistance
innée contre les pathogénes, agissant principalermensite de l'inflammation. Selon les

circonstances, PTX3 peut ainsi augmenter la su@&landaet al, 2002) ou au contraire
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augmenter la mortalité lorsque la réponse inflanemadevient excessive (Soaetsal, 2006).
Dans les cas d’'ORVR, la réponse inflammatoire gsessive et inappropriée, & composante
majoritairement neutrophilique. La question qupsse est de savoir si cette réaction excessive

est associée a une variation d'expression de PTX3.
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Figure 12: Induction, production et fonction de PTX3.



2. Objectifs du travail

Alors que I'ORVR est une entité documentée dargtéaature depuis plus de 200 ans, les
mécanismes moléculaires qui la sous-tendent resteompletement élucidés a ce jour. Une
explication possible serait I'existence d'intervegaadgnorés dans la pathogénie de la maladie.
La technologie des microdamiers d’expression aqiule jour grace aux progrés conjoints de
la connaissance des génomes et des capacités @ddumsation et de traitement/analyse d’'un
grand nombre de données. lls permettent entresaigreinvestiguant 'ensemble du génome,
de mettre au jour de nouveaux candidats dans id&tion des mécanismes qui sous-tendent
les maladies, et de mieux comprendre comment f&gelits intervenants d’'une méme maladie
sont co-régulés. A I'heure ou cette étude a débat&un microdamier d’expression

spécifiguement dédié au cheval n'était disponibidesmarché.

Le premier objectif de ce travail a été d’identifile nouveaux genes d’intérét pour comprendre
la pathogénie de 'ORVR chez le cheval en utilisamtmicrodamier hétérologue humain. Les

résultats ont été validés par RT-qPCR.
Le second objectif a été de caractériser une dancdécules d'intérét, a savoir PTX3, dans

'espéce équine et d’évaluer son expression pardisles des voies respiratoires en réponse a

des poussieres de foin, chez le cheval sain dtdeat atteint d’ORVRin-vivo etex-viva
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3. Présentation synoptique des résultats

3.1. Etude 1: Utilisation d’un microdamier humain a  ssocié a la RT-
gPCR pour identifier de nouveaux genes d’intérét ch ez les chevaux
atteints dORVR

Relevance of using a human microarray to study gene expression in
heaves-affected horses. Ramery E, Closset R, Bureau F, Art T, Lekeux P.
Vet J. 2008, 177, 216-21.

L'ORVR est la cause la plus fréquente de maladimguaire chronique chez le cheval adulte.
Les mécanismes moléculaires qui la sous-tendetegntesicomplétement élucidés a ce jour.
Une explication possible serait I'existence d'wedeants ignorés dans la pathogénie de la
maladie. Connaitre I'expression des géenes assoeait permettre de mieux comprendre les
mécanismes responsables de 'ORVR. La technolaggendcrodamiers permet en investiguant
'ensemble du génome, de mettre au jour de nouvemmndidats dans I'élucidation des
mécanismes qui sous-tendent les maladies et dexnsi@mprendre comment les différents
intervenants d’'une méme maladie sont co-réguléd’héure ou cette étude a débuté, il
n’existait pas de microdamier d’expression spég#igent dédié au cheval sur le marché. Un

microdamier hétérologue humain a donc éteé utilisé.

Six chevaux sains et six chevaux atteints d’ORVRcere ont été étudiés via des tests
cliniques, fonctionnels et biochimiques. Un scofmique a été attribué a chaque cheval
d’apres la méthode décrite par Rush et collaborat€l998). Les parameétres fonctionnels
(résistance et réactance) des voies respiratoimedté mesurés par la technique d’oscillométrie
par impulsions (I0OS) validée pour le cheval (Vackset al, 2004), les gaz sanguins artériels

ont été mesurés, et une numération formulaire eéétisée sur le LBA.
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Dans la premiere partie de cette étude, un micrgefamété utilisé pour mesurer I'expression
génique et dans la seconde partie, la RT-gPCR autdi®ée pour confirmer les résultats

obtenus a l'aide du microdamier.

3.1.1. Partiel: Mesure de lI'expression génique par  microdamier

L’ARN des cellules nucléées isolées du LBA et ddfutes nucléées du sang des chevaux a été
extrait (kits Qiagen RneaSyet sa qualité testée (Nanodfopioanalyseur Agileff). Quatre
pools ont été constitués: un pool d’ARN provenasg dellules nucléées du sang des chevaux
sains, un pool d’ARN provenant des cellules nudédie sang des chevaux atteints, un pool
d’ARN provenant des cellules nucléées du LBA desvabx sains, un pool d’ARN provenant
des cellules nucléées du LBA des chevaux attei@tsaque pool a été hybridé a un
microdamier hétérologue humatiuman Genome U133 Plus 2.0 GeneChhffymetrix®,
Figure 13) suivant la technique d’hybridation mamloce. Un échantillon d’ARN propre a

chaqgue cheval a été conservé en vue des RT-gPC&nttéle.

Les microdamiers ont détecté 46 genes dont I'espasrariait d'un facteur supérieur a 4 entre
chevaux sains et atteints. Parmi ceux-ci,trois ggmésentaient un intérét particulier au regard
de la littérature:CYBB MARCKSet PTX3 PTX3 était surexprimé eMARCKS était sous
exprimé dans le LBA des chevaux atteints d’ORZY;BBétait sous exprimé dans le sang des
chevaux atteints d’'ORVR. En revanche, certains géels que IL-15 et I'lL-8, attendus suite

a la revue de littérature, n’étaient pas détecaédegomicrodamier.
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Figure 13: Présentation schématique des caractéristiques idtodamier Human Genome

U133A GeneChip

3.1.2. Partie 2: Mesure de lI'expression génique par RT-gPCR

L’expression des genddARCKS CYBB PTX3 IL-15 etlIL-8 a été mesurée dans les cellules
nucléées du sang et du LBA par RT-qPCR. Les cinpgétaient exprimés dans le sang et
dans le LBA, y compris IL-14 et I'lL-8. L'IL-15 et I'lL-8 présentaient par ailleurs une

surexpression marquée dans le LBA. Ces résultatdremd que des génes exprimés n'ont pas

été détectés par le microdamier.
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En revanche, la RT-gPCR a confirmé les variatiofexpfession mises en avant par le
microdamier pour les génes d'intérélYBB MARCKSet PTX3 De maniere intéressante,
I'étude par RT-qPCR a montré une variation dans\@ene sens de I'expression de cestrois
génes dans le LBA et dans le sang (Figure 14)eGeitiation était quantitativement similaire
dans le LBA et le sang po@YBBet MARCKSmais elle était beaucoup plus importante dans

le LBA pourPTX3(Figure 14).

LBA Sang

77 Y7777 J'—‘ 7 ¥ZZZ7]

o & o »~ o
| . | A

PTX3 CYBB MARCKS PTX3 CYBB MARCKS

Figure 14: Variations d’expression mesurées par RT-gPCR wzhevaux atteints d'ORVR
comparés aux chevaux sains.

3.1.3. Conclusion de la premiére étude

Ces résultats montrent que le microdamier est uih dinvestigation intéressant puisqu'il a
permis de mettre en avant des géenes non étudegoarcdans I'espéce équine et qui pourraient
se révéler des pistes intéressantes pour une oreilleompréhension de 'ORVR. PTX3
notamment appartient a la composante humorale d&ptanse immune innée. Cette molécule
posséde une activité antimicrobienne dirigée spgmment contre certains pathogénes dont

fumigatus La seconde étude s’est donc focalisée sur PTX3.
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3.2. Etude 2: Caractérisation de la Pentraxine 3 et  de son expression
dans les voies respiratoires chez le cheval

Characterization of pentraxin 3 in the horse and its expression in airways.
Ramery E, Fievez L, Fraipont A, Bureau F, Lekeux P. Vet Res. 2010,
41,18. Epub 2009 Oct 29.

PTX3 est une protéine de la phase aigle de l'inflation récemment découverte qui serait
également impliqguée dans la persistance de l'inflation et la mise en place de Iésions
chroniques (van Rossuret al, 2006; Savchenket al, 2008) (Figure 15). Par ailleurs,
Garlanda et collaborateurs (2002) ont les prenm@ssen évidence un role de PTX3 dans la
résistance a l'aspergillose. G, fumigatuderait partie des agents causatifs de 'ORVR €Piri

et al, 2003).

@
Epithelial cells
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Figure 15: Production locale et fonction de PTX3 dans lI'immté@rt I'inflammation. PTX3 est
produite par de nombreux types cellulaires. Elldisespécifiguement a certains pathogenes
(fungi, bactéries et virus), a C1q et aux cell@dpsptotiques et amplifie la production d’oxyde
nitrique et de cytokines par les macrophagesedtd., 2008).
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3.2.1. Partie 1: Caractérisation de PTX3

Afin de caractériser PTX3 dans I'espéce équinel,AlRN, de I'ADN et les protéines totales
ont été extraits a partir de cellules nuclééeeotu sang périphérique d’'un cheval sain. Une
RT-PCR a été réalisée a partir de 'ARN, une PCpadir de 'ADN et un Western Blot a
partir des protéines totales. L'ADNc &8 X3et ’'ADN du second exon deTX3ont été clonés

et séquenceés.

L’ADNc de PTX3 était proche de celui de 'homme et de la souoigrpes exons 1 et 3. Un
BLASTX obtenu a partir de la séquence de I'ADNceanmps de montrer que la portion C-
terminale "pentraxin-like"(exon 3) chez le chevainttient bien la signature canonique des
pentraxines (HXCxS/TWxS/T) et montre une ident@é8% avec la séquence humaine (Figure
16). En outre, les sites de glycosylation de lagine prédite sont préservés. En revanche, le
second exon dBTX3 était absent de la séquence d’ADNc. L’ADN du seceron dePTX3

présentait une délétion de 120 paires de bases.

Un modeéle tridimensionnel du domaine pentraxindad@TX3 équine a été généré (Figure 17)

grace au programm&wiss Protd’Expasy (http://www.expasy.ch/ Il présente une forte

homologie avec la structure du crystal de hauteluésn obtenu pour la SAP humaine.

Un anticorps monoclonal anti-PTX3 humain, dirigéntte la partie protéique C-terminale,
hautement conservée entre le cheval et 'homm& atidisé pour détecter la protéine équine
par Western Blot et pour les immuno-histochimigérigures.

Le western-blot révélait deux bandes a 32 et 4@dkitons (kDa), poids moléculaires prédits
aprés glycosylation de la protéine compléte et algrbtéine épissée pour le second exon

respectivement.
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment Equus vs Homo

PTX3 GUE MHLPATLFCVLWSVVSAENSDDYELMYVNLDNEIDNGLHPTEDR-===———————————— 44
ptx3 H MHLLATLFCALWSAVLAENSDDYDLMYVNLDNEIDNGLHPTEDPTPCDCROEHSEWDKLE 60

khkdk khkkkk FdEkk ok khkFEkxkrkAhghkhkkdkhkAAAAAEE AR A A A AE

PTX3 GE @ - ———
ptx3 H TMLENSOMREGMLLOATDDVLRGELOQRLREELGRLAESLARPCEQGALAEAKLASALDEL 120
PTX3 GUE = —————— e CE 46
ptx3 H LOASRDAGRRLERLEGAETQRPEEAGRALAAMLEELROTRADLHAVOGWAARTWLPAGCD 180
*3
PTX3 GUE TAVLFPMRSKKIFGSVHPARPLRLESFSACIWVKATDVLNKTILFSYGTKRNPYEIQLYL 106
ptx3 H TAILFPMRSKKIFGSVHPVRPMRLESFSACIWVKATDVLNKTILFSYGTKRNPYEIQLYL 240
khkadkkhhhhhhdddhhhhhh Fhahhhhdddrhhhhddddhhddddrr bbb rdrrr bbb hd
PTX3 GUE SSQOSIVFVVGGEESKLVADTVVSLGRWY RKGRTSLWVDGELVASTVEMATGH 166
ptx3 H SYQSIVFVVGGEENKLVAETMVSLGRW LFKGLTSLWVNGELVATTVEMATGH 300
*k kEkkkkkhkhkdkhkk  kkkk gk g kohhk ok ddRY khk khkkkkghkhkhkkghkrkhhhhhkx
PTX3 GUE VVPEGGILQIGQEKNGCCVGGGFDETLAFSGRLTGFNIWDHVLSNEEIRETGGAESCHIR 226
ptx3 H TVPEGGILQIGQEKNGCCVGGGFDETLAFSGRLTGFNIWDSVLSNEEIRETGGAESCHIR 360
JEREREkRkkhkkkkhkkkkhhkkkkkhhkhkkhkhhhhhkhdhhrkdh khhrhhhhhhrkrrrhrhkid
PTX3_GUE GNVVGWGVTEIQPHGGAQYVS 247
ptx3 H GNIVGWGVTEIQPHGGAQYVS 381

EE R RS R R EEE R

Figure 16: Analyse de l'alignement des acides aminés de PJO(3 sa forme épissée chez le
cheval (PTX3_GUE) et chez 'homme (PTX3_H). La sigme canonique des pentraxines
(HXCxS/TWxXS/T) est entourée*™ indique que les résidus sont identiques, ifidique une
substitution conservative,"indique une substitution semi-conservative.

Figure 17: Conformation tridimensionnelle du domaine pentiaxie la PTX3 équine.
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322 Partie 2: Expression de PTX3 en réponse a de s poussiéres de foin

INn-vivo

Afin d'étudier l'expression de PTX3 dans les vaiespiratoires de chevaux soumis a des
poussieres de foin, six chevaux sains et six cheattieints d'ORVR ont été soumis pendant
dix jours a un challenge environnemental aux p@usside foin. Les chevaux ont été étudiés
via des tests cliniques, fonctionnels et biochiregscore clinique, I0S, score endoscopique,

comptage cellulaire dans le LBA, hématologie, gargsiins) au début et a la fin du protocole.

A la suite de ce challenge, les chevaux attei@R¥'R ont développé une crise caractéristique
de la maladie. Les chevaux sains n'ont pas dévéldppsignes clinigues mais le nombre et la
proportion de macrophages dans leur LBA a augmém®.macrophages des chevaux sains
exposés aux poussieéres de foin présentaient ea dag modifications morphologiques avec

notamment une vacuolisation plus importante etgraade quantité de débris poussiéreux dans
leur cytoplasme. Il semblerait donc que les chesairs développent eux aussi une réaction a

I'exposition aux poussiéeres de foin (Figure 18).

Les LBA ont été récoltés lors de l'initiation dwfarcole et aprés les dix jours d'exposition aux
poussieres de foin. Par ailleurs, des sectionschignes ont été réalisées chez deux chevaux
atteints d'ORVR en crise et euthanasiés pour raigthiques et deux chevaux indemnes

d'affections respiratoires provenant de I'abattoir.

Les cytospins, réalisés a partir des LBA, ont m@ngrace a lI'immuno-histochimie, que PTX3
était faiblement décelable a indécelable dans &kiles du LBA lorsque les chevaux se
trouvaient dans un environnement dépoussiéré. Agirepurs d'exposition aux poussiéres de

foin, PTX3 se retrouvait principalement dans lexmphages du LBA et dans une moindre
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mesure dans les neutrophiles jeunes en cours dmeségtion. Le signal immuno-
histochimique était plus marqué chez les chevaieings d'ORVR que chez les chevaux sains.

PTX3 n’était pas détectée dans les neutrophilemertgs ni dans les lymphocytes.

30 - Neutrophiles

*

%
&

Jo J10 Jo 10
ORWR Sains

Macrophages *

Jo J+10j Jo J+10j

ORVR Sains

Figure 18: Résultats des numérations formulaires de lavagmchio-alvéolaire

*différence significative (P < 0,05) entre JO eflOj-au sein d'un méme groupe.
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Dans les sections bronchiques, PTX3 était constittent exprimée et se localisait a I'apex
des cellules épithéliales bronchiques, sous lescesgus ciliés, et dans les cellules
inflammatoires infiltrantes. Le signal immuno-higiidmique était plus marqué chez les
chevaux atteints d'ORVR en crise que chez les ehesains. Une RT-gPCR réalisée sur les
macrophages du LBA a montré gBd X3 était surexprimée aprés dix jours d'exposition aux
poussieres de foin mais qu'il n'y avait pas deédiffice significative a ce niveau entre les

chevaux sains et les chevaux atteints d'ORVR.

PTX3 est une protéine soluble. Afin d'évaluer d#eration globale au niveau des voies
respiratoires, le surnageant des LBA a été regueilhcentré dix fois et soumis a un Western
Blot. Apres dix jours d'exposition aux poussieres fbin, le niveau de PTX3 était

significativement supérieur chez les chevaux aafORVR que chez les chevaux sains.

3.2.3. Partie 3: Expression de PTX3 en réponse a di  fférents constituants
des poussiéeres de foin  ex-vivo

Afin de mieux comprendre la part de responsabdié différents éléments présents dans les
poussieres de foin dans I'expression de PTX3, é&dsiles du LBA detrois chevaux sains et
detrois chevaux atteints d’ORVR ont été soumeesivopendant six et vingt-quatre heures a
différents stimuli, nommémenttrois solutions de smieres de foin de concentrations
croissantes (C1: 1pug/ml, C2: 10ug/ml, C3: 100ug/ml)fumigatudyophilisé (80 cfu/ml) et
LPS (10ug/ml). Une solution saline tamponnée paurphosphate a été utilisée comme
contrOle.La présence de PTX3 a été mesurée par WesternsBidteures et vingt-quatre
heures apres le début des différentes stimulatitams les cellules et dans les surnageants

respectivement.
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PTX3 était détectée dans les cellules et dansuasmgeants dans toutes les conditions mais
aucune différence significative d'expression n’aéfne mise en évidence que ce soit entre les
différents stimuli, entre les différents temps ega@le contrble. Ceci suggére que la poussiere

et ses différents constituants ne sont pas destiawis directs de PTX3.

3.2.4. Conclusions de la 2 ™ étude

L'étude de la structure de PTX3 chez le cheval atréoque I'ADN du gen®TX3 équin
présente une délétion de 120 paires de bases mweeion second exon par comparaison a
I'ADN humain. Cette délétion se traduit par un épge alternatif du second exon au niveau de
I'ARNmM et par la coexistence de deux formes de P{BkDa et 42 kDa) au niveau protéique.
Le protocole visant a étudier I'expression de PT48s les voies respiratoires du cheval a mis
en avant que I'exposition a des poussiéres deeftiiaine une réponse du systéme immun et la
surexpression de PTX3 dans les macrophages du L& tous les chevaux. Cependant la
réponse immune différe entre les chevaux sainssethevaux atteints d'ORVR et le niveau de
PTX3 présent dans le surnageant du LBA est plugéibez les chevaux atteints dORVR que
chez les chevaux sains. Enfin, il semblerait qupdassiere de foin soit un inducteur indirect

de PTX3.
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4. Discussion générale

Dans la premiere étude (Rameeg al, 2008), le microdamier d’expression a permis
d’identifier plusieurs genes candidats pour unellmee compréhension de la pathogénie de
'ORVR dont certains ont précédemment montré ungication dans l'asthmeg§. MARCKS

et d'autres maladies respiratoireg.CYBBetPTX3. La protéine MARCKS régule notamment
I'exocytose du mucus (Rogers, 2003) et pourraé &tpliquée dans les modifications des
propriétés du mucus qui se manifestent lors d'ORMRpolypeptide CYBB joue un rble dans
la séquestration des neutrophiles dans le poumasmo @ al, 2002) et pourrait étre
partiellement responsable de l'afflux de neutrggshitlans le poumon des chevaux atteints
d'ORVR. PTX3 appartient a la composante humoraléad€ponse immune innée. Elle agit
comme un ancétre fonctionnel des anticorps. Elermeait les microbes, active le complément
et facilite la reconnaissance de certains pathagpaeles phagocytes, jouant ainsi un role dans
la résistance contre ces pathogénes et, en paticdontre le champignon pathogene
opportunisteA. fumigatus(Garlandaet al, 2002; Gaziancet al, 2004). Ces genes, dont
I'expression est modulée lors d'inflammation redpire, n'avaient jamais étaient associés a
I'ORVR et présentent donc le microdamier d'expogssiomme un outil prospectif de valeur

dans I'espéce équine.

Les résultats de ce protocole ont également migsvamt les limites de ['utilisation d’'un
microdamier hétérologue humain dans I'espéce équlineeffet, certains génes exprimés tels
que I'lL-1p et I'lL-8 n’étaient pas détectés par le microdamier. De manméressante, aucune
interleukine n'a été détectée par le microdamieralignement des séquencd&-dp et d’IL-8
humaines et équines a permis de montrer que cess gem présentaient pas une homologie

suffisante entre les différentes espéces pour geamee hybridation croisée. Par conséquent,
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'un des objectifs inhérents a l'utilisation descmaidamiers d’expression a large échelle, a
savoir I'étude simultanée de I'expression de t@ssdénes dans une condition donnée, n’a pu

étre atteint.

De maniére intéressante, I'étude de l'expressiaodARRCKS CYBBet PTX3par RT-gPCR, a
montré que cestrois géenes variaient dans le méme dans le LBA et dans le sang. En
revanche, si ces variations étaient quantitativeénsenilaires dans le LBA et le sang pour
CYBBet MARCKS la variation d'expression d&TX3était beaucoup plus importante dans le
LBA que dans le sang. Ceci supporte le fait que PTeét une molécule locale de
linflammation (Manfredi et al, 2008). Cependant, cela suggere également qu'une
surexpression locale de PTX3 se reflete au nivaagisn. Ensemble, ces différents résultats

indiquent que PTX3 pourrait étre a la fois un marquocal et systémique de l'inflammation.

La deuxieme étude (Rameey al, 2010) a investigué la structure et I'expressieP@X3. Les
pentraxines sont conservées dans [|'évolution, piebeent parce qu'elles conférent un
avantage sélectif. Pourtant, dans cette étudedéiétion de 120 paires de bases a été constatée
dans la séquence génique du second exon de PTXZillarrs, un épissage alternatif du
méme exon a été mis en évidence. Ce résultat ppbsé par le fait que la séquence épissée
obtenue s'aligne parfaitement avec le clone cDNAIkb&l4 5 FO8 A026 (Vandenplas,
numéro d'acces: CD464905). Les fonctions de lagparhino-terminale, codée par l'exon 2,
sont encore mal connues. Elle intervient dansaladin a FGF2, qui est associée aux fonctions
anti-angiogéniques de la protéine (Camoeizial, 2006), alors que c'est la partie carboxy-
terminale qui intervient dans l'activation du coémént (Inforzatoet al, 2006). L'existence
des deux formes de la protéine chez le cheval affietéressantes perspectives pour la

compréhension des fonctions associées aux deukegaktexistence de la délétion de 120
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paires de base au sein de I'exon 2 pourrait pamgbeeétre impliquée dans les désordres

cicatriciels fréquents chez le cheval et notamnteefdarmation de chéloides.

Méme s'ils ne montraient pas de signes cliniquess chevaux sains ont développé eux aussi
une réaction inflammatoire. Certains experts deRV® s'accordent a reconnaitre une
superposition au moins partielle entre les fornessrhoins séveres d'ORVR et les formes les
plus séveres d'inflammation des voies respiratair@s-allergigues (Robinson, 2006; Pirie,
2008). Ainsi, une étude a montré que, bien qu'ds pnésentent pas de signes cliniques
d'obstruction des voies respiratoires ou de prodoiaxacerbée de mucus, les chevaux sains
placés dans le méme environnement que les chevteinta d'ORVR présentent une
augmentation significative des neutrophiles dansBA, méme si cette augmentation est plus
faible chez les chevaux sains que chez les cheatieixts d'ORVR (Robinson, 2006). Sur le
plan anatomo-pathologique, les chevaux sains eatingt dORVR soumis au méme
environnement ne présentent d'ailleurs pas de ti@rissignificative dans la sévérité de
l'inflammation bronchiolaire, I'hyperplasie épitiadd et la métaplasie des cellules & mucus. La
quantité de mucus dans les cellules & mucus etrfdore de cellules épithéliales dans les voies
respiratoires terminales ne sont pas non plus fiigtivement différents (Luget al, 2006).
Ces résultats ameénent la question de savoir It se développe chez les chevaux adultes,

sans détresse respiratoire au repos, et exposg@savironnement poussiéreux, ne serait pas

une forme précoce d'ORVR.

Les chevaux sains présentaient, aprées I'expostignpoussiéres de foin, une augmentation de
la proportion de macrophages dans le LBA ainsi ge’'modification de la morphologie de ces
derniers. De maniéere intéressante, ces modificatioétaient pas observées chez les chevaux

atteints d'ORVR soumis au méme challenge. D'aubpspes ont noté un comportement

67



différent des macrophages chez les chevaux sailes ethevaux atteints d'ORVR. En 1993,
Tremblay et collaborateurs remarquaient que lesropaages du LBA de chevaux atteints
d'ORVR et sains soumis a un challenge se retronvdens des gradients de Percoll différents.
Franchini et collaborateurs (1998) ont noté, pangaraison aux chevaux sains, une déficience
de la phagocytose des macrophages du LBA des cheatteints d'ORVR associée a une
augmentation de I'activité chimiotactique. Enfinadn et collaborateurs (2005 et 2006) ont

suggéré une implication possible des macrophagesldgathogénie de 'ORVR.

Les macrophages constituent, avec les neutropHdepremiéere ligne de défense des voies
respiratoires contre les agents extérieurs (Eelodtl, 2008). A I'état basal, la fonction premiére
des macrophages est la phagocytose et la séqimsttas antigénes inoffensifs ce qui prévient
le développement de réponses immunes adaptatia@priopriées (Mac Leaat al, 1996).
Dans les conditions homéostatiques, I'adhésion masrophages alvéolaires aux cellules
épithéliales se traduit par la suppression de ladymstion cytokinique des macrophages
(Mungeret al, 1999). Ce mécanisme semble spécifique au pournitinstre la spécificité de
I'activité macrophagique au sein de ce tissu. Lmaduer de la population de macrophages
alvéolaires est normalement trés lent comparé @ dek cellules dendritiques adjacentes. A
I'état basal les macrophages alvéolaires sont taegé renouvelés par la prolifération des
précurseurs locaux mais lors d’'une inflammatiomeleouvellement est essentiellement assuré
par I'arrivée de monocytes (Wintet al, 2007). Or, le phénotype fonctionnel des monocytes
récemment recrutés contraste de facon marquante @elei des macrophages alvéolaires
résidents. En effet, avant leur maturation en nyatages alvéolaires immunosuppresseurs, les
monocytes peuvent fonctionner comme cellules ptésires d’'anticorps (Bilylet al, 1995).

La maturation survient aprés une période de quslgmes ce qui ouvre une fenétre temporelle

pour activer les cellules T présentes dans le poupdoiphérique (Bilylet al, 1993).
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Ainsi, le recrutement des macrophages, leur proaluciccrue de PTX3 et leur morphologie
pourraient étre la réaction de défense normaleodgahisme. L'ORVR serait alors le reflet de
la déficience de cette réaction et I'afflux neulriique serait lié a un échec des macrophages a
séquestrer efficacement les antigénes environnemert ainsi prévenir le développement de

réponses immunes adaptatives inappropriées (Matetesl., 1996).

PTX3 était surexprimée dans les macrophages du i tous les chevaux aprés dix jours
d'exposition aux poussiéres de foin. Cependantieau de PTX3 était plus élevé dans le
surnageant du LBA des chevaux atteints d'ORVR a@ues delui des chevaux sains. Différentes
hypothéses pourraient expliquer cette situationn®'part, il est possible que les valeurs plus
élevées de PTX3 observées dans les tissus eqledds physiologiques lors d’'inflammation
refletent davantage un nombre élevé de celluléanmhatoires actives qu'une surexpression de
PTXS3 par ces cellules (Katt al, 2008; Malapontet al, 2007; Okutanet al, 2006; Mulleret

al., 2001; Polentaruttet al, 2000). D'autre part, les neutrophiles, particeliéent nombreux
dans le poumon du cheval atteint d'ORVR, pourraeunsi étre impliqués. En effet, les
neutrophiles perdent la capacité de produire Pd&®ovoau cours de leur maturation mais ils
stockent la protéine sous une forme "préte a I'ethplans leurs granules tertiaires (Jaillein

al., 2002). Cependant, ces granules n'ont pu étresneisedvidence. Soit les neutrophiles ont
dégranulé avant ou au cours des manipulations, laotechniqgue immuno-histochimique
utilisée n'était pas assez sensible pour permédtne détection. Enfin, autre hypothese, le
niveau plus élevé de PTX3 dans le surnageant du ld@a chevaux atteints d'ORVR
impliquerait les cellules épithéliales bronchiques.effet, les travaux réalisés au cours de cette
étude semblent montrer que PTX3 est surexprimés encellules épithéliales bronchiques
chez le cheval atteint d'ORVR. Considérant lesutadl épithéliales comme un des types

cellulaires majoritaires dans les voies respira®iPTX3 produite a ce niveau pourrait jouer un
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réle important dans le processus inflammatoire.teCgliste est intéressante sur le plan
thérapeutique puisque l'activation de I'expressilen PTX3 dans les cellules épithéliales
bronchiques est sous le contréle de JNK (ldaml, 2005), un facteur différent de celui qui

contrdle I'expression de PTX3 dans les leucocytéskB).

Enfin, I'expression de PTX3 dans les cellules rkedédu LBA en réponse a différents stimuli
(poussiere de foin a différentes concentrationsS EPA. fumigatuy a été investiguéex-viva
Apres six heures et vingt-quatre heures, PTX3 étgiéctée dans toutes les conditions dans les
cellules et dans les surnageants mais sans audfi@eerite significative d'une condition a
l'autre. Ces résultats indiquent que la poussiesesconstituants ne seraient pas des inducteurs
directs de PTX3. Les résultats de précédentes £t{ahbes Santost al, 2004; Giguereet al,
2002; Hanet al, 2005; Hersetlet al, 2008; Okutanget al, 2007) supportent I'hypothése que
PTX3 serait plutét induite par des médiateurs idddmmation tels que notamment le TNF-

et I'L-1p.
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5. Conclusions et perspectives

5.1. Conclusions

1) Le microdamier a permis d’identifier plusieur&ngs candidats pour une meilleure
compréhension de la pathogénie de TORWRARCKS CYBBet PTX3.Parmi ceux-ciPTX3a

été retenu pour faire I'objet de la seconde étude.

2) Les résultats de ce protocole ont égalementenisavant les limites de l'utilisation du
microdamier hétérologue humain dans I'espece equiisgjue certains genes exprimés tels que

I'IL-14 et I'IL-8 n’étaient pas détectés par le microdamier.

3) Une délétion de 120 paires de bases a été téastans la séquence génique du second exon

dePTX3 Par ailleurs, un épissage alternatif du méme exété mis en évidence.

4) Méme s'ils ne montrent pas de signes clinig@sschevaux sains développent eux aussi une

réaction inflammatoire en réponse a un environn¢peuassiereux.

5) PTX3 est surexprimée dans les macrophages du &BAéponse a une exposition a des

poussieres de foin et ce, chez les chevaux at@i@RVR mais aussi chez les chevaux sains.

6) Le niveau global de PTX3 dans le surnageant BA kst plus élevé chez les chevaux

atteints d'ORVR que chez les chevaux sains.

7) Les résultats de I'immuno-histochimie indiquamie surexpression de PTX3 dans les

cellules épithéliales bronchiques chez les chewdi@ints d'ORVR en crise.
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8) Les résultats de I'étudsx-vivosuggéerent que la poussiéere de foin et ses coastgisont des

inducteurs indirects de PTX3.

5.2. Perspectives

5.2.1. Perspectives des moyens d'investigation

L'utilisation du microdamier humain pour mesurekfiression des genes chez le cheval atteint
d'ORVR a permis de montrer le potentiel du microgaren tant qu'outil prospectif mais il a
également mis en avant les limites de I'utilisatim microdamier hétérologue. Depuis 2009,
un microdamier spécifique au cheval est dispondle le marché Equine Microarray
Agilent®). Il s'agit & présent de tester l'efficacité denceiveau microdamier. Les résultats
préliminaires d'une étude en cours montrent unaédybridation mais il reste un large travail

d'annotation a accomplir, la plupart des sondesayant a des genes ou a degressed

sequence tag&ESTs) qui ne sont pas encore annotés dans l'eépaaee.

5.2.2. Perspectives fondamentales

Les fonctions de la partie amino-terminale codée Ifgxon 2 de PTX3 sont encore mal

connues. |l serait intéressant d'étudier les imfibnis et répercussions liées a la délétion des
120 paires de base et a I'épissage alternatif dexan dans l'espece équine. On peut par
exemple se demander si la délétion refléte l'aleselecfonction de cette séquence ou si, au
contraire, elle pourrait expliquer la susceptibilgarticulierement élevée de l'espéce équine a
certaines maladies telles que 'ORVR, le choc emdmhique ou encore la fourbure. Il faudrait

dans un premier temps déterminer si la forme épisséactive et si les deux formes de PTX3

cohabitent dans tous les types cellulaires ou 'sin type cellulaire a l'autre, c'est la forme
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épissée ou la forme compléte de la protéine gupsle. On sait que la partie amino-terminale
de PTXS3 intervient dans la liaison a FGF2, alorg glest la partie carboxy-terminale qui
intervient dans l'activation du complément. Maisupta plupart des fonctions de PTX3, le
domaine impliqué reste ignoré. L'épissage altermiatisecond exon de PTX3 fournit ici une
opportunité pour étudier les fonctions spécifiqguetressociées aux domaines N-terminal et C-

terminal de la protéina-vivo.

5.2.3. Perspectives thérapeutiques

Comme il a déja été mentionné (Garlaetial, 2002; Souzat al, 2002), PTX3 peut avoir des
effets bénéfiqgues ou déléteres en fonction desmstances. Il est difficile de déterminer si la
surexpression de PTX3 dans le cas de 'ORVR refletetentative bénéfiqgue mais insuffisante
de l'organisme a résoudre la maladie ou si, auraioet cette surexpression participe a la
pathogénie de la maladie. En effet, |'efficacitdPdeX3 a été démontrée dans les traitements de
l'aspergillose (Gaziancet al, 2004; D'Angeloet al, 2009) mais PTX3 est aussi un
amplificateur de l'inflammation, déja exagérée I0MGRVR. Bien que cela semble difficile a
mettre en ceuvre dans I'immédiat, notamment enrrales codts associés élevés, les effets de

'administration de PTX3 recombinante équine s cnise d'ORVR devraient étre testes.

A I'heure actuelle, I'élément le plus importanttdhitement chez le cheval atteint d'ORVR est
I'éviction de l'allergene. Cependant, lorsque ¢8&on n'est pas possible, le traitement le plus
efficace reste I'administration de glucocorticoidé&Cs). Cependant, ce traitement
s'accompagne d'effets secondaires non négligeablegmment immunosuppression et
fourbure chez le cheval. De maniére intéressaeseGICs peuvent avoir des effets opposés sur

la production de PTX3 en fonction des types celleta Dans les CDs et les macrophages, les
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GCs inhibent I'expression de PTX3, probablementNiakB. Au contraire, dans les cellules
endothéliales et les fibroblastes, le promoteuPd&3 est activé par les GCs (Doni et al,
2008). Cette disparité d'effets des GCs sur I'esgioa de PTX3 est vraisemblablement liée a
un promoteur différent dans les cellules hématdppiés et dans les cellules non-
hématopoiétiques. Dans les cellules épithélialesndbriques, I'expression de PTX3 est
gouvernée par JNK et non par MXB- Il faudrait déterminer si JNK pourrait étre lomoteur

de PTX3 dans les cellules endothéliales et leliilastes. Par ailleurs, l'effet des GCs sur
I'expression de PTX3 dans les cellules épithéliddemnchiques et les cellules alvéolaires
devrait étre testé. L'existence de deux promotdifférents de PTX3 en fonction des types
cellulaires offre l'opportunité d'agir de maniéréblée sur l'expression de PTX3. Les
corticostéroides agissent soit en inhibant (tré&psassion) soit en augmentant (trans-
activation) la transcription de génes cibles (Mckayidlowski, 1999). La trans-répression fait
intervenir NFxB et résulte en l'inactivation du facteur de traion (Adcock et Newton,
1998). Ainsi, d'une part, l'inhibition spécifique dNF«B devrait permettre de bénéficier de
I'effet trans-répresseur mais pas trans-activatiesr corticoides. D'autre part, en intervenant
spécifiguement sur JNK, il devrait étre possiblerélguler la production de PTX3 dans les
cellules non-hématopoiétiques. S'il s'avére quePpatticipe a la pathogénie de I'ORVR, des
inhibiteurs de JNK pourraient constituer une aléie dans le traitement des patients

réfractaires ou peu sensibles aux corticoides.

5.2.4. Perspectives diagnostiques

Enfin, bien que de nombreuses études soient emdmessaires avant que le dosage de PTX3
ne figure parmi les tests biochimiques de routiEX3 ouvre d’intéressantes perspectives sur

le plan diagnostique. En effet, PTX3 augmente ttaggdement, dans les six a huit heures qui
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suivent l'initiation de l'inflammation, bien pluster que la protéine réactive C (CRP). Des
niveaux élevés de PTX3 ont été observés dans diphaslaffections incluant les septicémies,
les infections aA. fumigatus la tuberculose Mycobacterium tuberculogiset la dengue
(flavivirus). Pour certaines de ces maladies, le niveau de3R3X corrélé a l'activité et a la
sévérité de la maladie et peut méme s'avérer €tsedl prédicateur indépendant de mortalité
(Latini et al, 2004). PTX3 pourrait ainsi représenter un marquapide de l'activation

primaire locale de I'immunité innée et de l'inflaation.
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