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Résumé

La naissance prématurée (PTB), soit une naissance se produisant avant la 37° semaine de
grossesse chez 1’humain, est encore a ce jour I’'une des principales causes de mortalité et de
morbidité néonatales. En accord avec les études actuelles, la gravité des issues a la naissance est
fortement liée a une perte de la fine régulation physiologique de facteurs inflammatoires durant
la grossesse. Notamment, plusieurs données ont identifi¢ qu’une fluctuation a la hausse des taux
d'interleukine(IL)-6 dans les tissus gestationnels, liquide amniotique et le sang feetal augmentait
grandement le pronostic de naissance prématurée et de ses comorbidités associées. En plus de
créer un environnement inflammatoire défavorable durant la gestation, IL-6 augmente aussi les
protéines d’activation utérine (UAP), ayant pour effet de diminuer le temps de gestation. A ce
jour, les traitements disponibles consistent principalement a arréter les contractions a 1’aide de
tocolytiques. Conséquemment, ils ne s'attaquent pas directement a 1'inflammation maternelle en
amont sur le développement du feetus. C’est dans cette optique que notre laboratoire a développé
un peptidomimétique, nommé HSJ633 (633), inhibant sélectivement le récepteur d’IL-6 (IL-
6R). Bri¢vement, la liaison d’IL-6 a IL-6R permet I’activation de la protéine accessoire du
récepteur, gp130, générant la phosphorylation des protéines STAT3, Akt et de Erk1/2. En se
liant de maniere allostérique, 633 a I’avantage d’inhiber sélectivement la voie de STATS3, celle-
ci affectant principalement la production de protéines de la phase aigu€. Ainsi, nous émettons
I'hypothése qu’IL-6 peut causer des dommages aux tissus feetaux et que l'inhibition d’IL-6R a

l'aide de 633 améliorera les conditions a la naissance tout en maintenant l'intégrité du tissu foetal.

Durant tout ce travail, nous avons confirmé notre hypothése en utilisant un modele
d’inflammation anténatal en administrant du lipopolysaccharide (LPS) sur des souris gestantes
vers la fin de leur période de gestation. Les résultats ont montré que le LPS raccourcissait le
temps de gestation, réduisaient le poids a la naissance et la survie des souriceaux. Nous avons
confirmé qu’IL-6 est un acteur important dans I’induction de la PTB et que son inhibition
sélective est suffisante pour diminuer les effets délétéres de I’inflammation. De plus, nous avons
caractérisé I’effet protecteur de 633 en analysant la transcription de génes et la synthése de

protéines clés dans les tissus maternels et gestationnels. Nous avons poursuivi davantage la



caractérisation en révélant la présence de 633 au niveau du placenta, mais pas dans le feetus. Ces
résultats permettent de clarifier que 633 diminue I’inflammation directement au niveau
placentaire et qu’il empéche les dommages subséquents de se répercuter dans le feetus. En outre,
nous avons ¢établi que 633 réduit la morphologie anormale des poumons et des intestins de la
progéniture induite par l'inflammation. Ensemble, nos données montrent que 633 a rétabli avec
succes les issues a la naissance en augmentant le temps de gestation, la survie a la naissance et
en préservant l'intégrité des organes du feetus dans un modéle de PTB induite par le LPS. Ces
découvertes soulignent 1’importance d’IL-6 et révélent 1’efficacité pharmacologique in vivo
d’un nouveau modulateur de I’IL-6R. Le 633 est un nouveau prototype thérapeutique prometteur

pour la prévention de la PTB chez I’humain.

Mots-clés : Naissance prématurée, inflammation, prématurité, IL-6, IL-6R, complications de

la grossesse.



Abstract

Preterm birth (PTB), which occurs before the 37th week of pregnancy in humans, is still
one of the leading causes of neonatal mortality and morbidity. In agreement with current studies,
the severity of birth outcomes is strongly associated with the loss of fine physiological regulation
of inflammatory factors during pregnancy. Notably, several data have identified that upward
fluctuation of interleukin (IL)-6 levels in gestational tissue, amniotic fluid, and fetal blood
greatly increase the prognosis of preterm birth and its comorbidities. In addition to creating an
adverse inflammatory environment during gestation, IL-6 also increases uterine activating
protein (UAP), which results in decreased gestation time. To date, available treatments mainly
consist of attempts to stop contractions with tocolytics. Consequently, they do not directly
address the upstream maternal inflammation on the development of the fetus. To that end, our
laboratory has developed a peptidomimetic, named HSJ633 (633), that selectively inhibits the
IL-6 receptor (IL-6R). Briefly, binding of IL-6 to IL-6R allows activation of the receptor
accessory protein, gp130, resulting in phosphorylation of STAT3, Akt and Erk1/2. By binding
allosterically, 633 has the advantage of selectively inhibiting the STAT3 pathway, the latter
mainly affecting the production of acute phase proteins. Thus, we hypothesize that IL-6 can
cause fetal tissue damage and that inhibition of IL-6R with 633 will improve birth outcomes

while also preserving the integrity of fetal tissue.

Throughout this work, we confirmed our hypothesis using a model of antenatal
inflammation by injecting lipopolysaccharide (LPS) into pregnant mice towards the end of their
gestation period. The results showed that LPS shortened gestation time and reduced pup weight
and survival. We confirmed that IL-6 is an important player in the induction of PTB and that its
selective inhibition is sufficient to decrease the deleterious effects of inflammation. In addition,
we characterized the protective effect of 633 by investigating gene transcription and key protein
synthesis in maternal and gestational tissues. We further characterized the effect by revealing
the presence of 633 in the placenta, but not in the fetus. These results clarify that 633 decrease
inflammation directly in the placenta and prevents subsequent injury in the fetus. In addition,
we found that 633 reduces inflammation-induced abnormal morphology of the lungs and

intestines of the offspring.



Taken together, our data show that 633 successfully restored birth outcomes by
increasing gestation time, survival at birth, and preserving fetal organ integrity in an LPS-
induced PTB model. These findings underscore the importance of IL-6 and unveil the in vivo
pharmacological efficacy of a novel modulator of IL-6R. 633 is a promising new therapeutic

prototype for the prevention of PTB in humans.

Keywords : Preterm Birth, Inflammation, Prematurity, IL-6, IL-6R, Pregnancy complications.
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NK Cellules tueuses naturelles

NLRs Récepteurs a domaine d'oligomérisation des nucléotides
OHPC 17-hydroxyprogestérone caproate

OSM Oncostatine M

OXR Récepteur de I’ocytocine

PAMPs Motifs moléculaires associés aux pathogenes

pc Poist-coital

PGDh 15-hydroxyprostaglandine déshydrogénase

PGE2 Prostaglandine E»

PR Récepteur de la progestérone

PRR Récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
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PROM Rupture prématurée des membranes

PPROM Rupture prématurée pré-terme des membranes
PT Post-terme

PTB Naissance prématurée

PTGFR Récepteur de PGF2

RLRs Récepteur de type RIG-1

SAA Amyloide A sérique

SDR Syndrome de détresse respiratoire

sgp130 Récepteur soluble de gp130

sIL-6R Récepteur soluble de I’'IL-6

sPTL Travail pré terme spontané

SOCS Suppressor of Cytokine Signaling

TCR Récepteur des cellules T

TLRs Récepteurs de type Toll

TOC Tocilizumab

TNFa Facteur de nécrose tumorale o

UAP Protéines activatrice de 1’utérus

USD Dollard américain

VB Vaginose bactérienne

VEGF Facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire
633 HSJ633
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«[...] That's the nature of real science. It requires thought.
Sometimes deep thought. But thinking can be rewarding.
You can just skip the rough parts, or you can struggle to understand. »

- Kip Stephen Thorne
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1 Introduction

Malgré I’avancement de la technologie médicale et des soins périnataux, la naissance
prématurée est encore aujourd’hui classée selon 1’Organisation mondiale de la santé comme la
principale cause de mortalit¢é et de morbidité chez les enfants de moins de 5 ans (I).
Intrinseéquement, la PTB suit sensiblement les mémes processus physiologiques qu’une
naissance a terme, mais différera de par sa provenance, son degré d’atteinte ainsi que de la
temporalité a laquelle cet événement surviendra. Les travaux de recherches sur la PTB sont
encore aujourd’hui d’une grande nécessité. Une compréhension plus approfondie de ces
processus physiologiques et 1’avancement des recherches épidémiologiques sur la PTB
permettront la mise au point de thérapies efficaces permettant de soulager ce grave manque

clinique.

1.1 Définition de la PTB

Par définition, la PTB chez I’humain se définit comme une naissance se produisant avant
la 37e semaine de grossesse et débute a la premiere semaine d’aménorrhée. En outre, une
période de gestation normale aura une durée de 37 a 41 semaines. Il est possible de grader la
PTB selon 3 stades : tardive ou moyenne (34 a 36 semaines), grande (28 a 32 semaines) et
extréme (moins de 28 semaines) (1). Une naissance se produisant entre la 22° et la 25° semaine
représente une zone incertaine puisque les pronostics de mortalités et de morbidités sont

précaires et bien souvent non compatibles avec la vie (2).

1.2 Epidémiologie et Statistiques

La PTB est une donnée significative au niveau sociétaire puisqu’elle est I'un des
meilleurs indicateurs de la santé d’une population (3). La PTB et ses complications directes
comptent a elles seules pour 75% des causes de mortalités a la naissance. Suivant une relation
linéaire grandissante, il se produit encore plus de 15 millions de naissances prématurées a
I’échelle internationale (4). En 2010, il a ¢été rapporté que les naissances prématurées

représentaient environ 11,1% des naissances a travers le monde (4). En décomposant ce



pourcentage, il est possible d’obtenir un taux de PTB avoisinant 5% pour les pays plus
développés et jusqu’a 18% pour certains pays plus démunis d’Afrique (5). Il est important de
souligner que ces estimations demeurent grossieres. En effet, certaines nuances mondiales quant
a la définition exacte de la prématurité, des méthodes d’analyses et de 1’étendue des collectes
de données dans chaque pays peuvent influencer ces analyses (6). Néanmoins, en 2013 au
Canada, il était possible de dénombrer 29 716 naissances prématurées, totalisant 7,8% des

naissances totales (7). Encore en 2017, il se produisait sensiblement le méme taux de PTB (8).

La PTB est tout autant éprouvante émotionnellement pour I’individu et sa famille qui
doivent maintenant considérer ces changements supplémentaires, qu’elle est aussi un fardeau
sociétal économique considérable. Puisque I’enfant prématuré est a risque de plusieurs
complications chroniques et/ou aigués, sa prise en charge se doit d’étre multifactorielle et dotée
d’un suivi plus étroit que pour un nouveau-né a terme (9). En ce sens, malgré le fait que cette
condition affecte moins d’une naissance sur dix, la moiti¢ des cofits reliés aux naissances y sont
associés (10). Par ailleurs, dans cette rigoureuse étude, 1’on estimait les cofits associés a un
enfant prématuré a 51 600 dollars américains (USD) pour un total de 26,2 milliards de dollars
aux Etats-Unis (11). A titre comparatif, 1’étude associe les dépenses liées a un enfant a terme a

3325 USD.

1.3 KEtiologie de 1a PTB

Plus souvent qu’autrement, il est impossible d’identifier directement un seul élément
causal de la PTB. II s’agit bien souvent de I’assemblage d’un regroupement de facteurs de
risques (voir Tableau 1) que du résultat d’un événement unique, permettant alors de classifier
la PTB comme un syndrome. Malgré qu’ils ne garantissent pas un événement certain
subséquent, 1’identification des facteurs de risques connus permet un meilleur suivi clinique.
Les différentes étiologies de la PTB peuvent étre catégorisées selon : cliniquement indiquée
(25%), idiopathique (50%) ou di a une rupture prématurée des membranes (25%; PPROM)
(12). Toutefois, une classification phénotypique beaucoup plus exhaustive a été¢ proposée afin
de mieux cibler les causes et facteurs de risques de la PTB d’aprés un degré d’évidences

cliniques possibles, modérés ou forts (13). Celle-ci permet ainsi de stratifier les types de PTB
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spontanée selon 9 phénotypes distincts : infection/inflammation, hémorragie déciduale, stress
maternel, insuffisance cervicale (aussi appelée incompétence du col de ’utérus), distanciation
utérine, dysfonction placentaire, rupture prématurée des membranes, comorbidités maternelles

et histoire familiale.

L'étiologie de la naissance prématurée est complexe, mais 1'hérédité génétique est 1'un
des nombreux facteurs de risque qui y contribuent de maniére significative. En effet, un certain
nombre d'é¢tudes démontrent que les femmes qui ont eu un accouchement prématuré dans le
passé sont plus susceptibles d'accoucher prématurément lors des grossesses subséquentes (1,14—
19). De plus, des études portant sur des familles et/ou utilisant des comparaisons entre jumeaux
et sceurs ont également démontré une prédisposition génétique a la PTB (17-19). Les naissances
multiples sont une composante importante dans la prévalence de la PTB. En effet, 55,6% de ces
naissances résulteront en un accouchement précoce, comparé a 6,4% pour une naissance unique
(7). En outre, il se produit toujours plus de naissances prématurées de garcon que de filles pour
un total de 8,3% et de 7,3% respectivement (7). Outre ces facteurs de risques, il demeure que le
haut degré de pourcentage retrouvé dans certaines populations est en majeure partie di au
manque d’acceés a des services d’obstétriques et a des soins néonataux. Ainsi, 90% des
nourrissons nés avant 28° semaines de gestation survivent dans les pays plus développés
économiquement. En comparaison, seulement 10% des nouveau-nés naissant dans les pays a
plus faible économie survivent (5). En débit de ces différentes classifications et de facteurs de
risques, il est important de comprendre que 1’inflammation est ultimement le point convergent

de toutes ces étiologies.
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Tableau 1.1 Facteurs de risque de la PTB!

Caractéristiques maternelles Facteurs sociaux économiques Autres

Age maternel (< 19 et > 40) Faible revenu familial Stress

Perturbation hormonale Faible niveau d'éducation La violence domestique
Anomalies utérines Malnutrition Consommation de drogues
Réduction de la longueur du col de Pays en voie de développement Infection

l'utérus Manque d'acces aux soins prénataux Conditions inflammatoires
Saignements vaginaux Dépression

Grossesse multiple Tabagisme

Prédisposition génétique Consommation d'alcool
Excision cervicale antérieure Diabete

Avortement antérieur Faible indice de masse
Accouchement prématuré antérieur corporelle

Antécédents familiaux de la mére
Ethnie afro-américaine

1.4 Le processus inflammatoire

L’inflammation est un processus biologique essentiel et important médié par le systéme
immunitaire. Lorsque 1’organisme subit une agression, qu’elle soit stérile ou infectieuse, il doit
mettre en branle une série d’événements afin d’y remédier et d’amorcer un processus de
guérison dans le but retourner a son état d’homéostasie initiale. Lorsqu’enclencher, les 5 signes
cardinaux possibles de retrouver au niveau local sont : chaleur, cedéme, rougeur, douleur et

altération de la fonction cellulaire et/ou tissulaire.

L’inflammation est subdivisée en 2 types: aigu€ (secondes/minutes/jours apres
I’agression) et chronique (durant des semaines/mois/années). Il est important de comprendre
que dans le premier cas, elle est habituellement utile et permet a 1’organisme de retrouver un
¢tat similaire au moment précédant I’événement perturbateur. Ce faisant, les réponses cellulaires
et moléculaires effectuent les changements rapidement et efficacement afin de minimiser les
dommages et amorcent un processus de guérison. Dans certains cas, il est toutefois possible que
I’inflammation aigué devienne incontrélable et nocive pour la survie. Au contraire, parfois

émergente de I’inflammation aigué€ ou encore créée de novo et se propageant a bas bruit,

A partir de (13,28-30)
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I’inflammation chronique sera toujours pathologique. Durant une inflammation prolongée, les
médiateurs immunologiques activent un cycle de destruction et de remodelage simultané dans
une tentative de retrouver la fonction initiale tissulaire. Cela engendrera la formation d’un tissu

fibrosé et cicatriciel qui ne permettra pas de retrouvé la fonction initiale équivalente.

1.4.1 Meécanisme de ’inflammation

Malgré les possibles étiologies possibles précipitant un état inflammatoire, le mécanisme
d’action reste toujours le méme. Les étapes suivantes se produisent de manic¢re ordonnée : 1)
reconnaissance du stimulus par des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR);
2) activation de voie de signalisation inflammatoire; 3) relache de médiateurs cellulaires; 4)
activation et recrutement subséquent leucocytaire (20). Une fois I’événement perturbateur

controlé, il se produira une derniére étape promouvant la réparation tissulaire.

TISSUE INJURY INFECTION. |

Damage Associated Molecular Patterns Pathogen Associated Molecular Patterns
(DAMPs) (PAMPs)

[ |

recognised by:
Pattern Recognition Receptors (PRRs)

Release of CHEMICAL MEDIATORS

(Histamine, Complement, Kinins, Prostaglandins)

VASODILATION 1 Capillary CHEMOTAXIS of LEUKOCYTOSIS
of arterioles PERMEABILITY Neutrophils (1WBCs)
local EXUDATE
2 MIGRATION to the
fomaion
2 v ¥ 2 2 v
Heat | Redness leaked CLOTTING |Blood MARGINATION to
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102 and leaked
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! |
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the offending agent

removal of the offending
agent and the debris

Figure 1.1 Schématisation du processus inflammatoire aigué détaillée (20)
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1.4.1.1 Reconnaissance du stimulus inflammatoire

Comme mentionné, la reconnaissance des stimuli se fait par ’activation de PRR dans
les cellules immunitaires et non immunitaires. Afin de répondre a un large éventail de stimuli,
les mammiferes se sont dotés de divers types de récepteurs immunitaires. Brievement, les PRR
sont divisés en 3 catégories afin de répondre a un dommage provenant autant de 1’extérieur que
de I'intérieur de la cellule. II s’agit des PRR situés a la membrane, au niveau du cytoplasme ou
encore soluble. Finalement, il existe 4 majeures sous-divisions des PRR, les récepteurs de type
Toll (TLRs), les récepteurs a domaine d'oligomérisation des nucléotides (NLRs), les récepteurs

de type RIG-1 (RLRs) et les récepteurs de lectine de type C (CLRs) (21).

1.4.1.2 Activation des voies de signalisation inflammatoire

Essentiellement, ces récepteurs permettent de reconnaitre 2 types de molécules : les
motifs moléculaires associés aux dégats (DAMPs) et les motifs moléculaires associés aux
pathogénes (PAMPs). Les PAMPs sont des signatures moléculaires distinguables de ’hote
tandis que les DAMPs représentent des molécules associées a des dommages endogénes et
permettant d’activer une cascade leucocytaire non infectieuse (22,23). En outre, ’activation
constitutive des récepteurs liant les DAMPs est retrouvée dans la plupart des maladies

inflammatoires chroniques (23).

Une fois activées, les PRRs vont générer une cascade intracellulaire et permettre la
translocation nucléaire de facteurs de transcription clé¢ dans la propagation inflammatoire tels
que : la protéine activatrice 1 (AP-1) et le facteur nucléaire kB (NF-xB) ou le facteur de
régulation de l'interféron 3 (IRF3) (22,24). La régulation de ces facteurs de transcription pro-
inflammatoire est finement controlée afin de produire une réponse initiale rapide et efficace, et

sera régulée négativement afin de retrouver un équilibre sécuritaire.

1.4.1.3 Relache de médiateurs inflammatoires et activation leucocytaire

Une fois activées par ces facteurs de transcription, les cellules vont sécréter une série
extensive de cytokines, lesquelles sont des protéines sécrétées majoritairement par les

leucocytes de maniére non constitutive et permettant la régulation de cellules cibles. La voie de
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NF-«B activera la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires majeures telles que : interleukine
(IL)-1pB, facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa), IL-6, IL-8 et chimiokine ligand 5 (CCLS;
aussi connu sous le nom RANTES)(22). Par ailleurs, 1’utilisation de ces derni¢res protéines
comme marqueurs biologiques dans le diagnostic et pronostic de maladies inflammatoires
aigués et chroniques est des outils efficaces de par leur faible colit et des techniques de
prélevement moins invasives (25). Une fois sécrétées, ces cytokines vont se lier a leurs
récepteurs respectifs et activer les voies de mitogen-activated protein kinases (MAPK), Janus
Kinase Signal Transducers and Activators of Transcription (JAK-STAT) et de NF-xB (24). Les
cellules cibles vont relacher dans leur environnement immédiat des molécules d’adhésion
cellulaire (CAMs) et des produits de I’acide arachidonique afin d’augmenter la vasodilatation
et la perméabilité vasculaire et ainsi faciliter la leucocytose et la diapédése subséquente (26).
Cette derniére étape, nommée inflammation histologique, se définit comme [D’infiltration
tissulaire de neutrophile, de macrophages et de lymphocytes et est une étape cruciale lors du

diagnostic d’une pathologie (26).

1.5 Physiologie de I’accouchement

Il est maintenant établi dans la littérature que 1’inflammation semble étre un acteur
important dans le processus de la grossesse. Elle sert a la préparation et a I'implantation de
I’embryon ainsi qu’aux événements menant au déclenchement et a la délivrance du nouveau-né.
Entre ces deux stades, il se produit un état de tolérance immunitaire ou il est possible de voir un
équilibre étroitement régulé entre les voies pro-inflammatoires et anti-inflammatoires (27).
Plusieurs étapes cruciales sont enclenchées menant a 1’issue de I’accouchement. Afin de
poursuivre vers I’expulsion du feetus, il se produit de maniére coordonnée une dilatation et un
effacement du col de I'utérus, aussi appelés maturation cervicale, une activation du tissu
gestationnel (membranes feetales et déciduales aussi appelées membranes chorioamnionitiques)
convergeant vers une régularisation et une augmentation graduelle de la puissance des
contractions (28). Durant ce processus, les niveaux de cytokines pro-inflammatoires, notamment
IL-1pB, IL-6 et TNFa, et de UAP telles que : la cyclooxygénase-2 (COX-2), la prostaglandine
E> (PGE2), le récepteur de la progestérone (PR), le récepteur de I’ocytocine (OXR) augmentent

drastiquement dans le microenvironnement (28).
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Ainsi, grace a ces processus inflammatoires, il est possible de diviser le processus de la
grossesse en 4 phases clés (13,28-30). Il est important de comprendre que le processus exact de
la grossesse et de diverses étiologies ne sont pas encore totalement ¢lucidés et que ces étapes

imposent ainsi une certaine objectivité quant a leur exactitude:

o Phase 0: La phase initiale est un état dit de quiescence immunitaire. Les facteurs pro-
inflammatoires sont en équilibre avec ceux anti-inflammatoires afin de promouvoir le
développement feetal. A ce stade, les contractions utérines et la production de UAP sont
inhibées.

o Phase 1 ou phase dite d’activation : cette premiere phase de changement inflammatoire
important permet une activation du processus de 1’accouchement.

o Phase 2 : cette phase se traduit par une stimulation intense inflammatoire et d’événements
biologiques conduisant vers I’accouchement. Durant cette phase critique, les médiateurs
pro-inflammatoires et UAP sont sécrétés massivement afin de promouvoir la maturation
cervicale, la contractilité utérine et afin de permettre 1’activation des membranes déciduales
et feetales.

o Phase 3 : cette dernic¢re phase implique la séparation placentaire et la contraction de I’utérus
sous I’effet de I’ocytocine afin de soutenir I’expulsion du placenta et d’empécher une perte

sanguine trop importante due aux sinus veineux utérins maintenant exposés.

1.6 Le role de I’infection dans le processus inflammatoire durant la
PTB

La cavité amniotique est un environnement normalement stérile. Bien que la PTB ait une
¢tiologie complexe, l'infection intra-utérine (IUI), qui entraine le plus souvent une
chorioamnionite, est une cause importante de PTB précoce. Pour provoquer une infection, de
nombreuses routes peuvent étre empruntées par les pathogenes. Plusieurs voies de translocation
semblent étre associées avec la prématurité, mais la voie ascendante originaire du tractus
urogénital constitue la voie d’entrée la plus probable pour les infections intra-utérines. En plus
de cette derniére, une association a été¢ faite avec certaines bactéries qui proviendraient d’une
translocation hématogéne, de la cavité péritonéale en passant par les trompes de Fallope et de la

voie parodontales et buccales (31,32). Enfin, le plus souvent, cette infection utilisera les voies
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génitales inférieures permettant d'atteindre les membranes et le placenta et va promouvoir la
pullulation bactérienne dans la cavité intra-amniotique (infection intra-amniotique [IAI]) (33).
Le liquide amniotique infecté constitue alors un point d’accés par lequel l'infection bactérienne
peut atteindre le feetus. Les bactéries les plus fréquemment détectées dans la cavité amniotique
sont : Ureaplasma urealyticum (38 %), Mycoplasma hominis (19 %) et Streptococcus agalactiae
(19 %) et le plus souvent, deux souches bactériennes ou plus sont détectées (57 %)(34). Cette
colonisation bactérienne du liquide amniotique sécréte des PAMPs qui sont ensuite reconnus
par le systéme immunitaire inné de la mere et du feetus. Comme mentionné, au travers des TLRs,
les PAMPs vont activer les voies de signalisation NF-kB, AP-1 et STAT, entrainant la synthese
de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-13, TNFa et IL-6 (35). Ainsi, lors d’une infection
(virale/bactérienne; systémique/intra-utérine), 1’activation des TLRs exprimés a I’interface
mere-feetus sur les cellules trophoblastiques ainsi que sur les cellules immunitaires utérines

enclenchent une cascade émergeant en la production de facteurs pro-inflammatoires (36).

Plus précisément, de nombreuses études ont démontré 1'expression de TLR-2 et TLR-4
dans les tissus gestationnels. Alors que 1’activation du TLR-2 est plutot associée a la génération
d'une réponse apoptotique, 1’activation du TLR-4 est principalement liée au déclenchement de
la cascade de signalisation résultant en la génération de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-
6, IL-8)(37). En effet, le TLR-4 régule la réponse immunitaire innée pendant la grossesse, ce
qui affectera directement la durée de la gestation. Ce récepteur est principalement exprim¢ dans
le placenta humain et, une fois activé, la cascade de cytokines pro-inflammatoires I1L-1f3, IL-6,
IL-8 qu’il déclenche se manifestera par une augmentation des niveaux de prostaglandines,
majoritairement par PGE et PGF, celles-ci responsables des contractions précoces a 1’origine de

la PTB (28).

1.7 Interleukine-6

IL-6 fait partie des cytokines les plus sécrétées lors de la parturition. C’est une cytokine
multifonctionnelle pendant la grossesse qui s'est révélée Etre un modulateur influant tout au long

de la gestation. En effet, son implication est indissociable durant la physiologie normale et
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pathologique de 1'accouchement. D’ailleurs, outre que dans la PTB, IL-6 est aussi grandement

impliquée dans plusieurs désordres gestationnels (38).

1.7.1 Généralités et mécanisme d'action de 1'IL-6

IL-6 est caractérisée par sa redondance et sa pléiotropie fonctionnelle. Cette cytokine est
produite par une grande variété de cellules telles que les lymphocytes T, les lymphocytes B, les
cellules endothéliales, les cellules myométriales, les monocytes, les fibroblastes, les
kératinocytes, les cellules mésangiales, les adipocytes et certaines cellules tumorales (39). Une
variété de roles inductibles par IL-6 se retrouve dans les nombreux noms donnés avant I'adoption
de ce dernier : «Macrophage granulocyte inducing factor 2», «Cytotoxic T-cell differentiation
factor», «B-cell stimulatory factor 2», «Myeloma/plasmacytoma growth factor», «Hepatocyte
stimulating factor». IL-6 est impliquée dans la régulation immunitaire et inflammatoire durant
I'hématopoicse, le métabolisme osseux et le développement embryonnaire et foetal des systémes
cardiovasculaire et neuronal (40). Son importance pathologique et clinique fait de IL-6 une cible
thérapeutique dotée d'un énorme potentiel; en effet, la dualité des rdles pro et anti-

inflammatoires de IL-6 est d’un grand intérét fondamental et clinique (41—44).

1.7.2 Composition moléculaire

IL-6 est une cytokine de 21 a 29 kDa, composée de 212 acides aminés (aa) dont une
séquence signal hydrophobe de 28 aa dans la partie N-terminale, cette derniére n’étant pas
nécessaire a son fonctionnement optimal (39,45,46). En outre, IL-6 contient 4 résidus de
cystéine et il est constaté que la partie C-terminale de la protéine est cruciale a sa fonction
(46,47). Le géne de IL-6, composé de 4 introns et de 5 exons, est situé¢ en position 7p21-p14
chez I’humain (45,48). IL-6 appartient a la superfamille de IL-6 et est N-glycosylée, comme les
autres membres de la superfamille : IL-11, IL-27, oncostatine M (OSM), facteur inhibiteur de
la leucémie (LIF), facteur neutrotrophique ciliaire (CNTF), cardiotrophine 1 (CT-1), facteur 1
de cytokine analogue a la cardiotrophine (CLCF1), IL-35 et IL-39 (49).
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Figure 1.2 Structures de I'IL-6

Les quatre hélices A, B, C et D sont mises en évidence par des couleurs différentes. Les sites de fixation

des récepteurs I, 11 et III de I'L-6 sont indiqués par des cercles (50).

1.7.3 Mécanisme d'action de I'L-6R, gp130, sIL-6R et sgp130

Afin de générer une réponse biologique, IL-6 doit se lier a son récepteur cible. Le
récepteur est formé par la sous-unité de liaison IL-6R et de la protéine gp130 qui servira de
sous-unité de signalisation intracellulaire. Par ailleurs, IL-6R a été identifi¢ sous deux formes,
le récepteur membranaire (mIL-6R) et le récepteur soluble (sIL-6R)(39,47,51).

Il existe également une forme soluble de gp130 (sgp130) qui agit comme un inhibiteur
naturel de la transduction du signal de IL-6 en se liant au complexe IL-6/sIL-6R (40). sIL-6R et
sgp130 sont générés par la traduction d'un ARNm suivant un épissage alternatif ou di a un
clivage par une métalloprotéinase. sIL-6R est le produit de l'action de a disintegrin and
metalloproteinase (ADAM), une métalloendopeptidase (40). L'ADAMI0 est responsable du
clivage naturel et plutdt lent (environ 24 heures) tandis que 'ADAMI17, inductible par de
nombreuses cytokines et molécules pro-inflammatoires, est responsable du clivage rapide en

situation de stress (52). Pour sgp130, la voie de I'épissage alternatif est favorisée (48).
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Figure 1.3 Diagramme illustrant les voies de signalisation en aval de I'IL-6
Dans la voie classique, la liaison de IL-6 a son récepteur transmembranaire IL-6R induit une dimérisation
de la sous-unité gp130 (A) du récepteur de transduction du signal. Dans la trans-signalisation, IL-6 se lie
a une forme soluble de IL-6R (sIL-6R). Le complexe IL-6/sIL-6R permet l'activation des cellules
exprimant uniquement la gp130 (B). Une forme soluble de gp130 (sgp130) bloque sélectivement la trans-

signalisation (C)(53).

1.7.4 Voies de signalisation canonique induites par I’'IL-6

La voie de signalisation classique est initi¢e lorsque IL-6 se lie a IL-6R. Ceci déclenche
I’association du complexe de IL-6/IL-6R a la protéine gp130. L’association de la gp130 avec
IL-6/IL-6R favorise la dimérisation de gpl30 et formera un complexe hétérohexamérique
nécessitant 2 1L-6, 2 IL-6R et 2 gp130 (54). Ainsi, la voie de signalisation classique repose
essentiellement sur la présence de IL-6R a la surface membranaire et est possible sur un nombre
limité de types cellulaires tels que les hépatocytes, les mégacaryocytes, les neutrophiles, les
macrophages, les leucocytes et les trophoblastes.

Lorsque le complexe IL-6/mIL-6R/gp130 est formé, I'homodimérisation de la gp130
permet 1’activation des protéines janus kinase (JAK). Les résidus tyrosine du domaine
cytoplasmique de la gp130 seront phosphorylés par JAK, ce qui conduira a l'activation de trois
voies de signalisation principales: SHP2/ERK, JAK/STAT et PI3K/Akt. La phosphorylation des
résidus tyrosine sur la gp130 va recruter SHP2 qui sera phosphorylée par JAK. Une interaction
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avec la protéine 2 liée aux récepteurs des facteurs de croissance (Grb2) va entrainer I'activation
de la cascade de signalisation ERK1/2/MAPK et induire la liaison des facteurs de transcription
aux ¢léments de réponse présents dans le génome (54). Dans les hépatocytes, la voie MAPK va
notamment entrainer la phosphorylation de NF-IL-6, un facteur de transcription qui va
¢galement se lier au promoteur du géne codant pour les protéines de phase aigué (43). Gabl,
suite a son activation par SHP2, va activer PI3K. L'activation de PI3K entraine le recrutement
a la membrane et la phosphorylation de Akt par PDK1. Akt va a son tour phosphoryler d'autres
facteurs tel que Bad qui, une fois phosphorylé, va perdre son caractére pro-apoptotique (47).
Quant a la voie JAK/STAT, la phosphorylation des motifs YXXQ/YXPQ va permettre le
recrutement de la protéine STAT qui sera a son tour phosphorylée par JAK. La protéine STAT
va alors former un homodimeére (STAT3-STAT3) qui pourra transloquer vers le noyau et ainsi
réguler plusieurs génes d'intérét (51,55). Cette voie est impliquée dans de nombreux processus
biologiques : activation cellulaire, prolifération, différenciation, apoptose et angiogenéese (56).
En tant que régulateur négatif de la voie JAK/STAT, la protéine de signalisation des cytokines
Suppressor of Cytokine Signaling (SOCS) inhibe STAT3 en se liant a gp130, diminuant ainsi
l'inflammation normalement associée a l'activation de STAT3 (56).

Des travaux antérieurs ont démontré que l'induction de la voie de signalisation classique
activait la voie Jak/STAT, tandis que la voie de signalisation trans entrainait l'activation de
toutes les voies : Jak/STAT, MAPK/ERK1-2 et PI3K/Akt (37). 1l a également été constaté que
les réponses intracellulaires a la signalisation trans via le complexe IL-6/sIL-6R étaient
différentes des réponses a la signalisation classique (44).

Notamment, la voie IL-6/sIL-6R est particulierement importante au niveau des roles pro-
inflammatoires de 1'lL-6 et dans 1'induction d'une inflammation chronique et sévere. Dans une
¢tude animale induisant une septicémie polymocrobienne, le blocage complet des voies
classiques d'activation de IL-6 n'a pas entrainé d'augmentation significative de la survie murine.
En revanche, l'inhibition sélective de la voie de trans-signalisation a augmenté la survie des
animaux de 100% (57). L'ubiquité de la gp130 sur les cellules dépourvues de IL-6R est une
caractéristique importante qui souligne pourquoi le réle de 1'lL-6 est si significatif lors de
pathologies inflammatoires chroniques. La formation des ostéoclastes, un mécanisme crucial
dans de nombreuses maladies comme la polyarthrite rhumatoide n'est pas inductible par IL-6,

mais plutdt par le complexe IL-6/sIL-6R (48). De plus, la voie de trans-signalisation est
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importante dans la stimulation des lymphocytes Th17, ceux-ci étant davantage stimulés en
présence de sIL-6R (44). D’ailleurs, il a été établi que IL-6 favorise plutdt la production de
cellules Th17 au détriment des cellules Treg et la voie de signalisation trans joue un role
important dans la production de chimiokines et dans la différenciation des macrophages (58—
60). Ainsi, IL-6 est impliquée dans de nombreuses pathologies et a de nombreuses actions qui

différent selon la cellule cible et la voie de signalisation utilisée.

gene expression

Figure 1.4 L'IL-6 active la voie JAK/STAT et la cascade MAPK

Représentation des deux principales voies activées par IL-6. TF, facteur de transcription (47).

1.7.5 Role physiologique de I'IL-6 dans la défense immunitaire

Un nombre considérable d'études traitant des rdles physiologiques de I'L-6 dans la
défense immunitaire ont été publiées au cours des dernicres années. L’une d’elle a mis en
lumiére comment IL-6 joue un role clé dans la différenciation des cellules T CD4 (61). IL-6
peut a la fois moduler 1'équilibre Th1/Th2 vers Th2 et favoriser la production autocrine d'TL-4.
Ce mécanisme permet ainsi de renforcer la différenciation des Th2 par le biais d'une boucle
d'auto-rétroaction (62). IL-6 participe également a la différenciation des cellules Th17 et inhibe
la différenciation des Tregs, un aspect d‘intérét dans la physiopathologie de la PTB (63,64). De
plus, IL-6 est indispensable a la production d'IL-21 par les cellules T CD4 naives et mémoires
lors de la stimulation des récepteurs des cellules T (64). Auparavant, IL-6 était caractérisée

comme un facteur de croissance des cellules B et un inducteur de la production d'anticorps (65).
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Cependant, des données récentes indiquent que c'est IL-21 induite par IL-6, plutét que IL-6
directement, qui favorise la production d'anticorps (64). IL-6 joue donc un réle physiologique
important dans la défense immunitaire en étant un élément clé de la différenciation des cellules
T CD#4 et en favorisant la production d'anticorps en augmentant les fonctions d'aide des cellules

B des cellules T CD4+ par une production accrue d'IL-21 (61,64).

1.7.6 Réle de I'L-6 dans la physiopathologie des maladies auto-immunes

En outre, 'amplification de I'IL-6 joue un role important dans les interactions entre le
systtme immunitaire et les tissus non immunisés par l'activation de NF-«xB et STAT3, un
¢lément important a prendre en compte compte compte tenu de l'environnement pluricellulaire
pendant la grossesse [17]. 1l existe un lien épidémiologique entre le diabéte maternel de type I
et de type 2 et les naissances prématurées, I'hypertension et la prééclampsie [20]. De plus, la
présence d'arthrite inflammatoire et de maladies intestinales inflammatoires chez les femmes
enceintes est également corrélée a des taux plus élevés de naissances prématurées dans certaines
¢tudes [21,22]. Bien qu'aucun mécanisme de signalisation ou cascade d'événements autres que
les effets des médicaments anti-inflammatoires n'ait encore ¢été proposé pour expliquer
l'incidence plus ¢levée de la prématurité, toutes ces pathologies présentent des taux élevés d'TL-
6 circulante.

Par ailleurs, les protéines de phase aigu€ (APP) ont été définies comme un ensemble de
protéines plasmatiques dont les concentrations augmentent ou diminuent d'au moins 25 % dans
les troubles inflammatoires (66). IL-6 a été identifiée comme le principal stimulateur de leur
production (43,67). IL-6 induit rapidement une gamme de protéines de phase aigué telles que la
protéine C réactive (CRP), 'amyloide A sérique (SAA), le fibrinogéne, 1'haptoglobine et I'al-
antichymotrypsine (42). En outre, IL-6 stimule les cellules tueuses naturelles (NK) et 1'activité
cytotoxique des granulocytes neutrophiles, lesquelles jouant un role important dans le processus
inflammatoire (68—72).

Un fait intéressant en lien avec IL-6 est sa participation en la propagation de
I’inflammation tel que vu dans la polyarthrite rhumatoide en favorisant un déséquilibre entre 2
types de cellules : Th17 et Treg (73). IL-6 active la régulation a la hausse du récepteur orphelin
des rétinoides (ROR)yt par STAT3, ce qui augmente la production de Th17(74,75). IL-6 inhibe
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¢galement la différenciation des Tregs induite par le TGF-B (63). Ce faisant, IL-6 favorise un
¢tat ou les Th17 sont prédominants par rapport aux cellules Treg. Ce déséquilibre est considéré
comme un facteur clé dans le développement de multiples maladies a médiation immunitaire
(73,76).

Enfin, IL-6 peut participer a l'apparition de diverses maladies immunitaires en faisant
partie d'une boucle de rétroaction positive (Figure 1.5) favorisant I'auto-immunité (77). IL-17A
est une cytokine pro-inflammatoire produite par les cellules Th17. Compte tenu de la nécessité
de I'[L-6 pour le développement des cellules Th17, il est suggéré que IL-6 agit en amont de I'IL-
17A (63,78). 1l est intéressant de noter qu’IL-6 agit également comme une cible critique en aval
de IL-17A et que ces cytokines déclenchent ensemble une boucle de rétroaction positive de
I'expression de I’IL-6 par l'activation de NF-xB et STAT3 dans les cellules non immunitaires
telles que les fibroblastes. En outre, le blocage de la boucle IL-6 supprime le développement de
l'arthrite chez les souris F759, lesquelles présente normalement une activation accrue de STAT3
via Dactivation de gpl130 et développe spontanément une arthrite de type polyarthrite
rhumatoide (77,79). De plus, le systéme d’amplification induit par IL-6 joue un role clé dans les
interactions entre le systéme immunitaire et les tissus non immunisés par le biais de 'activation
de NF-«xB et STAT3 (80). Parallelement, la production élevée d'IL-6 augmente l'expression de
STAT3, ce qui entraine la stimulation de génes anti-apoptotiques, tels que B-cell lymphoma-
extra large (Bcl-xl), favorisant la résistance des cellules T a l'apoptose (81). L'expansion des
cellules T qui s'ensuit contribue a la perpétuation de 1'inflammation chronique attestant qu’IL-6

joue un réle important dans la cascade inflammatoire (82).
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Figure 1.5 Le systéme d’amplification induit par IL-6

IL-6 est essentiel a la différenciation des cellules T naives en cellules matures Th17. Les cellules Th17
produisent IL-17A, une interleukine qui stimule a son tour 1'activation de NF-kB et STAT3. NF-«xB et
STATS3 stimulent ensuite la production d'IL-6, créant une boucle de rétroaction positive. Les infections,
les blessures et les stimuli physiques peuvent également entrainer une activation accrue de NF-kB et
STATS3. L'accumulation d'IL-6 peut favoriser le développement de maladies pro-inflammatoires et auto-
immunes. L'amplificateur 1L-6 joue un role clé dans les interactions entre le systéme immunitaire et les

tissus non immunitaires par le biais de l'activation de NF-kB et de STAT3 (83).

1.8 Le role d’IL-6 dans la physiopathologie de I’accouchement
prématuré et des effets délétéres subséquents

La grossesse étant un processus biologique durant lequel I'inflammation joue un role
prédominant, il est évident que la participation des cytokines au sein du systéme reproducteur
et des tissus gestationnels tout au long de la grossesse soit conséquente. En plus de leurs roles
respectifs dans la fonction inflammatoire, les cytokines sont impliquées dans 1'évolution
chronologique d'un ensemble de processus physiologiques, de l'implantation embryonnaire a la
préparation jusqu’au déroulement de 1'accouchement. Les roles d’IL-6 sont multiples durant les

mois avenants a la parturition.
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1.8.1 Polymorphismes de I'L-6 et polymorphismes mononucléotides (SNP)

associés a la PTB

Des concentrations ¢levées d'IL-6 dans le liquide amniotique, le liquide cervico-vaginal
et le plasma maternel ont ¢été associ¢es a la PTB chez les femmes symptomatiques et
asymptomatiques (84—88). Parmi les SNP associés a 1'IL-6 et a la prématurité, le SNP appelé
IL-6 -174, également connu sous le nom de rs1800755, a été largement étudié. Il est situé¢ dans
une région promotrice clé controlant I'induction de la transcription de la cytokine. Plusieurs
¢tudes ont associé le génotype -174 GG/GC, qui se traduit par une production accrue d'IL-6,
comme un inducteur majeur de l'inflammation sous-jacente a la PTB (89-91). Le génotype CC,
entrainant une diminution de la production d'IL-6, aurait pour sa part un effet protecteur (89,92—
94). En outre, plusieurs groupes ont démontré la liaison de IL-6 -174 dans la pathogenése de la
chorioamnionite, une infection bactérienne qui augmente considérablement le risque de PTB
(95-97). Menon et al. ont démontré pour la premicre fois une interaction entre plusieurs loci, y
compris les SNP en position -3448 pour le TNFa, -7227 pour I'IL-6 et -33314 pour I'IL-6R,
comme étant associés a la PTB (98). Dans une deuxi¢éme étude, Moura et al. ont démontré que
l'association de TNFa GG, IL-6 GG et IFN AA présentait une susceptibilité accrue a la PTB
spontanée (PTBs) (99).

Annells, Stonek et Pereyra n'ont pas trouvé de différence significative entre 1'association
du polymorphisme -174 GC ou CC avec la PTB (100-102). Bitner et al. n'ont pas trouvé
d'association entre IL-6 -174 et I'accouchement prématuré a la suite d'une rupture prématurée
des membranes (PROM), mais ils ont trouvé une association avec la PTB lorsque IL-6 -174
GG/GC était combiné avec le polymorphisme de IL-1RN*2 (103,104). Dans une population
hétérogeéne de 834 femmes a risque, aucune association entre IL-6 -174 et la PTB n'a été trouvée
(105). Une étude plus modeste, portant sur une population japonaise de 51 naissances
prématurées et 71 naissances a terme, n'a pas associé¢ de PTB a IL-6 -174, mais, fait intéressant,

a trouvé une association entre le polymorphisme IL-6 -572 G/C et la PTB (106).

En accord avec plusieurs autres groupes, les incohérences constatées dans ces études
pourraient étre liées aux différentes caractéristiques des populations recrutées (93,99). En fait,

l'ethnicité joue un rdle dans les variations liées au génotype entre I'IL-6 et la PTB ; des
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différences de variantes génétiques ont €té identifiées au niveau des genes IL-6 et IL-6R entre
les femmes euro-américaines et afro-américaines (107,108). Wu et al. ont réalisé une excellente
méta-analyse combinant I'évaluation de 1 165 PTB spontanée et de 3 830 témoins a terme. Les
groupes de patientes ont été séparés en populations homogenes ou hétérogeénes avec ou sans
l'inclusion du génotype feetal. Les auteurs ont corroboré que 1'lL6 -174 CC est protecteur dans
la population caucasienne, mais que dans une population hétérogéne (ou lorsque le génotype
feetal est impliqué), il n'est pas possible de porter un jugement définitif (93). Il est important de
noter que la race est souvent utilisée de maniere incorrecte comme indicateur de l'ascendance
génétique et que les individus non blancs sont fréquemment exclu ou sous-représenté dans les

analyses génétiques (109).

1.8.2 Roles de I'IL-6 dans la mise en place et le déclenchement de
I'accouchement au cours d'un accouchement normal et d'un
accouchement prématuré.

IL-6 joue un role important dans la période précédant 1'accouchement en contribuant a
un environnement utérin pro-inflammatoire en vue de la naissance. En effet, la concentration
d'IL-6 augmente dans le myométre, le col de l'utérus, la choriodécidua et le sang maternel a
I'approche de 1'accouchement, lorsque comparé aux femmes qui ne sont pas en travail (110-
112). Les publications font état de nombreuses preuves de la contribution des cytokines aux
événements physiologiques et moléculaires conduisant a l'augmentation des UAP, a savoir
OXTR, le récepteur du PGF2 (PTGFR), les différents récepteurs du PGE2 (EP1/2/3/4) et la
Connexin43 (Cx43) (113-115). Bien avant les premieres contractions, le tissu utérin est sujet a
une multitude de changements biologiques qui préparent le passage d'un environnement
principalement quiescent & une activation de plus en plus prononcée (116). L'expression
marquée de la COX-2, entrainant un accroissement de la production de PGE2 et de PGF2,

augmente de manicre significative a I'approche de I'accouchement (117-120).

Diverses études ont identifié 'amnios comme un producteur important d'IL-6 dans les
¢tats infectieux et non infectieux (112,121-123). D'ailleurs, l'inhibition de I'lL-6 a I'aide d'un
anticorps anti-IL-6R a permis de limiter la production de PGE2 dans des cellules épithéliales

amniotiques primaires (123). Une ¢étude utilisant des cellules primaires de la décidue et de
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I'amnios et reproduisant les niveaux amniotiques d'IL-6 trouvés lors d'une infection intra-utérine
ou d'un travail préterme spontané¢ (sPTL) a démontré que 1'L-6 était capable de stimuler la
production de prostaglandines (124). De plus, I'IL-6 stimule la PGHS2 tout en inhibant
l'expression de la 15-hydroxyprostaglandine déshydrogénase (PGDH), une enzyme impliquée
dans la dégradation des PG. Ces actions entrainent une augmentation de la production de
prostaglandines et une diminution de leur dégradation (117). Parallelement, avec d'autres
cytokines pro-inflammatoires, IL-6 stimule une augmentation de la concentration de 'ARNm
du PTGFR, ce qui augmente la sensibilité utérine au PGF2a et multiplie ainsi 1'effet initial des

prostaglandines sur le tissu utérin (125).

Corroborant ces faits, une importante étude de Robertson et al. utilisant un mode¢le de
souris knockout (KO) IL-6 a démontré 1'influence critique de 1'lL-6 sur la synchronisation des
naissances. Ils ont démontré que les souris KO IL-6 ont donné naissance 24 heures plus tard que
le groupe témoin en raison du ralentissement de la régulation a la hausse des UAP (126). I est
important de noter que le traitement avec de 1'lL-6 recombinant a rétabli le moment normal de
la naissance chez ces souris, ce qui démontre l'implication essentielle de la cytokine dans les
processus naturels de l'accouchement. Conformément a la durée accrue de la gestation, les
niveaux d'expression de 'ARNm d'OXTR dans le tissu utérin des souris KO IL-6 étaient 73%
inférieurs a ceux des souris WT au jour 19,5 poist-coital (pc) de la gestation. Néanmoins, le
niveau d'expression d'OXTR dans le groupe KO a encore augmenté de manieére comparable au
jour de gestation 20,5 pc, établissant que bien que I'L-6 accélére de maniére significative
l'augmentation de 'expression de certaines UAP, d'autres régulateurs sont néanmoins essentiels
dans l'activation utérine. Une étude sur des explants utérins obtenus a partir de rates enceintes
traitées a I'IL-6 a montré que I'expression de 'ARNm de 'OXTR augmentait de 3 a 5 fois par
rapport aux controles (115). En accord avec cette étude, une seconde expérience utilisant des
cultures de cellules musculaires lisses utérines humaines primaires a démontré qu'une
concentration ¢levée d'IL-6 régule positivement I'expression et la capacité de liaison de 'ARNm
d'OXTR et que les concentrations d'OXTR sont directement régulées par 1'L-6 (115,127).
Papatheodorou et al. ont observé dans une étude portant sur 22 femmes primigestes sans
antécédents de PTB et en phase active d'accouchement que les taux plasmatiques maternels d'IL-

6 étaient de 8,46 pg/ml par rapport a un taux normal de 5,8 pg/ml chez une femme saine non
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enceinte (122). IIs ont aussi démontré que 1'[L-6 et la corticolibérine (CRH), une hormone
associée a la chronicité de la parturition, sont toutes deux sécrétées de maniere pulsatile pendant
'accouchement et que la sécrétion d'IL-6 précede et possiblement induit directement et
indirectement la CRH (128,129). Ils émettent également I'hypothése que I'IL-6, étant également
une myokine, pourrait étre impliquée dans le mécanisme positif d'activation et de stimulation
des contractions utérines (130). Le systeme immunitaire feetal peut également étre impliqué dans
la transition vers un environnement favorable a la parturition. Dans des conditions
d'accouchement a terme, il a constaté que des niveaux ¢levés de médiateurs pro-inflammatoires
tels que I'IL-6 et le high—-mobility group box 1 (HMGBI1), une alarmine impliquée dans
I'inflammation stérile menant a la PTB, sont importants dans la transition vers un état
d'accouchement. Ces médiateurs sont présents en concentrations beaucoup plus élevées du coté

feetal que du co6té maternel a terme (131).

1.8.3 IL-6, infection intra-utérine, infection intra-amniotique et PTB

L'implication de l'infection et/ou de l'inflammation stérile a été bien établie dans le
déclenchement du travail, comme le confirment de nombreux mode¢les animaux utilisant des
injections microbiennes ou des médiateurs pro-inflammatoires pour provoquer 1'accouchement
(132-135). Bien que I'IL-6 soit un élément essentiel de I'accouchement a terme, cette cytokine
est aussi largement reconnue pour sa régulation abondante et rapidement a la hausse en présence

d'un facteur de stress infectieux (31,84,86,87,136—139).

La chorioamnionite est fortement associée a des concentrations ¢élevées d'IL-6 et entraine
souvent un travail préterme (PTL)(136,140,141). Ceci est confirmé par plusieurs études
¢tablissant 1'l[L-6 comme un marqueur déterminant de la PTB (84,142—155). Dans une étude de
Wakabayashi et al. le nombre de macrophages sécrétant de I'lL-6 était significativement plus
¢levé dans les placentas avec chorioamnionite par rapport aux patients avec PTB idiopathique
(88% et 48% respectivement) (123). Une récente étude de cohorte de grossesses réalisée par
Akkaya Firat et al. a montré que les taux d'IL-6 étaient significativement plus élevés dans le
groupe d'accouchement prématuré par rapport aux groupes de contrdle et d'accouchement a
terme. En outre, ils ont également trouvé une corrélation associant 1'dge gestationnel, le poids a

la naissance, la dilatation du col et les niveaux d'IL-6 (156). Soutenue par ces résultats, une autre
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¢tude a démontré que parmi une liste variée de cytokines, seuls le TNFa, RANTES et I'lL-6
¢taient significativement plus élevés dans le liquide cervico-vaginal des femmes accouchant
prématurément par rapport au groupe d'accouchement a terme (155). Une étude de Lee et al. a
examing le role des différentes voies de signalisation de 1'[L-6 (signalisation classique et trans-
signalisation) dans une cohorte de 301 femmes ayant regu une amniocentese pour une éventuelle
IAL IIs ont montré que les niveaux d'IL-6 amniotique chez les femmes présentant un IAI et un
PPROM ainsi que les niveaux de sIL-6, étaient significativement plus €levés par rapport au
groupe témoin (53). En outre, ils ont signalé que la source principale de sIL-6R et de sgp130
¢tait les membranes feetales suivie par le placenta comme deuxiéme source la plus importante.
Cette étude démontre pour la premicre fois lI'importance des différentes voies de signalisation
de I'L-6 pendant les infections intra-amniotiques en particulier pour la voie de trans-
signalisation qui peut étre activée a tout moment dans des conditions d'infection (53,157). Il est
nécessaire de rappeler que la particularité de I'lL-6 dans le processus inflammatoire au cours
d'une infection est qu'il est possible d'observer une augmentation drastique et déterminante de
sIL-6R pouvant se lier a gp130 ubiquitaire. La voie de trans-signalisation induite par IL-6/sIL-

6R permet l'activation de la voie pro-inflammatoire de 1'IL-6 (54).

Les méthodes de diagnostic de 1'invasion microbienne du liquide amniotique (MIAC) ne
fournissent pas un résultat rapide qui établit clairement la présence d'une infection. De plus,
l'infection peut souvent étre présente chez des femmes asymptomatiques. Sur le plan clinique,
I'évaluation du MIAC se fait par le biais d'une numération leucocytaire, d'un frottis de culture
gram et de l'utilisation d'une amniocentése. Comme les niveaux élevés d'IL-6 dans le MIAC
sont généralement reflétés dans le liquide cervico-vaginal, un échantillonnage du liquide
cervico-vaginal dans le but de doser IL-6 pourrait constituer un outil de routine étant a la fois
abordable et sécuritaire pour la mere et le feetus et qui permettrait de valider le statut

inflammatoire pendant la grossesse.

1.8.4 Implication de 1'L-6 dans le recrutement et I'activation des leucocytes
pendant la PTB

Les systemes immunitaires maternel et feetal jouent un role fondamental au cours de la

grossesse. Le foetus, pouvant étre considéré comme un greffon semi-allogénique, présente des
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antigeénes paternels qui ne doivent pas interférer avec le systtme immunitaire maternel. La
composition et les roles des leucocytes au sein de 1'utérus, a l'interface mere-foetus (decidua) et
dans les tissus feetaux suscitent un intérét croissant dans le domaine de la PTB. Plusieurs études
ont démontré le role central des leucocytes dans le développement de la cascade inflammatoire
menant a l'accouchement, la délétion d'un ou plusieurs types de cellules supprimant
complétement le processus (111,112,158-164). Par définition, les cytokines sont définies
comme des messagers entre les cellules immunitaires et 1'IL-6 n'échappe pas a cette affirmation.
L'IL-6 joue un réle majeur dans le syndrome inflammatoire durant la PTB par l'intermédiaire de

divers leucocytes clés.

1.8.4.1 Neutrophiles

De tous les leucocytes, les neutrophiles sont les cellules immunitaires les plus
abondantes dans le sang. L'origine des neutrophiles differe selon le tissu gestationnel, étant
principalement d'origine maternelle dans la choriodecidua et d'origine foetale dans I'amnios et le
liquide amniotique, sans pour autant étre limités a leurs tissus respectifs (165,166). L'importance
des neutrophiles est incontestable au cours de I'lUI et de 1'TAI, ou il est possible de voir leur
nombre augmenter de fagon drastique (167,168); notamment, les neutrophiles sont les
principaux effecteurs au cours de l'inflammation aigué. Cependant, leur nécessité pour
déclencher la parturition chez la souris reste sujette a débat. En fait, la déplétion des neutrophiles
chez les souris ne protége pas les meres contre la PTB causée par l'inflammation sous-jacente
(169—171). L'expression de marqueurs pro-inflammatoires tels que 1'lL-6 n'est pas diminuée
suite a cette déplétion, elle a méme parfois augmenté dans les membranes foetales (169,171). Le
plus souvent, le recrutement des neutrophiles dans les tissus se fait sous I'effet des chimiokines
IL-8 et/ou de la protéine-1 chimio attractante des monocytes (MCP-1). Il a été démontré que
I'IL-6 est capable d'induire 1'expression de ces chimiokines par les cellules environnantes
provoquant ainsi une augmentation du recrutement des neutrophiles (172—175). De plus, il est
reconnu que la voie de trans-signalisation de I'IL-6 est principalement associée a ses fonctions
pro-inflammatoires (176). La stimulation apoptotique des neutrophiles permet la capacité de
détacher sIL-6R de leurs membranes par I’activation de ADAMI17 (177). Ce mécanisme permet

au récepteur de se fixer aux cellules adjacentes et d'activer la voie de signalisation. Ce
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phénomene renforce davantage le mécanisme inflammatoire produit par I'lL-6. En outre, les
cellules endothéliales peuvent exprimer a la fois IL-6 et IL-6R, ce qui leur permet d'interagir de
manicre paracrine avec les tissus voisins (176,178). Il faut noter que 1'lL-6 augmente également
l'expression des molécules d'adhésion endothéliale par les cellules endothéliales, favorisant le
recrutement et le captage des leucocytes dans l'environnement intra-utérin déja inflammé
(157,176). Comme cela a été observé dans la chorioamnionite, I'inflammation chronique peut
déséquilibrer I'homéostasie fragile a l'interface mére-feetus et induire une PTB (179). Lorsque
l'inflammation se poursuit pendant plusieurs heures, les neutrophiles vont produire
sélectivement du MCP-1 au détriment de I'IL-8, favorisant le recrutement des macrophages
(180). Ce faisant, le complexe IL-6/sIL-6R agit comme un marqueur critique pendant la
transition entre le recrutement des neutrophiles et des monocytes, faisant le pont entre

l'inflammation aigué et I'inflammation chronique pendant la PTB (157,178,181-183).
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Figure 1.6 Les effets de 1'IL-6 sur les neutrophiles pendant la PTB
Les MMP des neutrophiles peuvent cliver I'lL-6R de leur membrane qui se liera ensuite a I'lL-6 et a la
gp130 dans les cellules qui n'expriment pas I'IL-6R (c'est-a-dire les cellules musculaires lisses de
['utérus). L'IL-6 augmente les CAMs sur les cellules endothéliales, favorisant le piégeage des leucocytes

dans l'environnement inflammé. Les cellules endothéliales ont la capacité de sécréter IL-6, créant une
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1.8.4.2 Macrophages

Les macrophages représentent la deuxieme plus grande population leucocytaire présente
a l'interface materno-foetale pendant la grossesse. Ces cellules sont d'origine maternelle dans le
tissu décidual et d'origine feetale (cellules de Hofbauer) au niveau des villosités placentaires. En
revanche, dans I'IAI ou inflammation stérile intra-amniotique, les macrophages présents dans la
cavité¢ amniotique peuvent étre a la fois étre d'origine maternelle et/ou feetale (184). Leur nombre
reste relativement constant tout au long de la grossesse, mais il est possible de voir une
diminution au cours du troisiéme trimestre (185—187). Néanmoins, le recrutement des
macrophages augmente considérablement dans la decidua a l'approche de l'accouchement a
terme ou du PTL (112,188). Leurs roles sont complexes et varient en fonction du tissu dans
lequel ils se trouvent, du microenvironnement présent et du moment de la gestation. La
participation des macrophages au processus d'accouchement est cependant cruciale. Il a été
démontré que la déplétion des macrophages dans le col de I'utérus et dans les reins des souris
empécherait une maturation cervicale adéquate et provoquerait la mort et la résorption ultérieure
des feetus (189). L'activation des macrophages peut étre divisée en deux sous-catégories dont
les fonctions reflétent celles des Thl et Th2, M1 étant principalement pro-inflammatoire et M2
¢tant anti-inflammatoire (190). Il a été noté que lors de complications de la grossesse, 1'équilibre
M1/M2 est modifi¢ a l'interface materno-feetale, devenant davantage marqué par le sous-type
M1 (186,191). Cependant, les macrophages polarisés en M2 ont toujours la capacité de produire
des signaux pro-inflammatoires tels que IL-6 lorsque leurs TLRs sont activés, mais ne semblent
pas changer de polarisation malgré la stimulation inflammatoire, possiblement afin de préserver

la tolérance materno-feetale (192,193).

Par ailleurs, il est possible d'associer I'augmentation de I'ARNm et de la concentration
en protéine d'IL-6 a une infiltration leucocytaire, principalement de neutrophiles et de
macrophages, dans les tissus du col de l'utérus et de la choriodecidua (112). De plus, I'[L-6 peut
avoir un impact direct sur la différenciation des macrophages en régulant la production du

facteur de stimulation des colonies de macrophages (M-CSF)(112). Dans un contexte de PTB
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liée a une infection, les macrophages placentaires produisent une quantité considérable d'IL-6,
augmentant l'effet des facteurs pro-inflammatoires sur l'environnement et sur l'induction de
l'accouchement (194). L'abondance des macrophages dans les villosités placentaires est la
source principale de la production d’IL-6 et est responsable de son augmentation dans un modéle
de PTB associée a la chorioamnionite (123). De plus, pendant l'infection, le nombre de
macrophages est considérablement augmenté. L'influence de 1'L-6 et de sa contribution pro-
inflammatoire par les macrophages est telle que, suite a un traitement utilisant un anticorps anti-

IL-6R, il a été possible de constater une diminution directe des naissances prématurées (123).

Pavlov et al. ont démontré que la production d'IL-6 est majoritairement inductible et
qu'une fraction des macrophages placentaires peut sécréter jusqu'a 150 a 200 fois plus d'IL-6
que d'IL-1B (194). De plus, a terme, la concentration d'IL-6 sécrétée par ces macrophages est
significativement plus ¢élevée que celle de 1'[L-10 (194). Dans des conditions basales
d'inflammation, environ 30% des macrophages placentaires produisent de I'L-1p, alors que
moins de 5% synthétisent de 1'IL-6 (194). Lorsqu'ils sont stimulés par le LPS, le nombre de
cellules sécrétant de 1'L-6 augmente jusqu'a 30-40%, par rapport a une augmentation de
seulement 20% pour I'IL-1B (194). Ainsi, la production d'IL-6 par les cellules placentaires
locales pendant l'infection est beaucoup plus inductible que celle de 1'IL-1p, laquelle est plus

constitutive, et joue un réle important dans la prématurité associée a l'infection.
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Figure 1.7 L'IL-6 augmente le recrutement des macrophages lors de la chorioamnionite

Dans des conditions normales de grossesse, les macrophages sécrétent une quantité négligeable d'IL-6
par rapport a une quantité importante d'IL-1B. En présence d'une infection, il est possible d'observer une
augmentation de la sécrétion d'IL-6 de 30 a 40 % par rapport a 20 % pour 1'IL-1, ce qui démontre
I’inductibilité de I'lL-6. En outre, IL-6 augmente la régulation du M-CSF, ce qui contribue a accroitre la

prolifération, la différenciation et la survie des macrophages (83).

1.8.4.3 Lymphocytes

L'inflammation intra-utérine fait intervenir une combinaison des systémes immunitaires
innés et adaptatifs. Pendant la grossesse, la rate et les ganglions lymphatiques sont soumis une
augmentation de taille, suggérant une régulation a la hausse du nombre de lymphocytes et du
role du systéme immunitaire adaptatif dans la préparation a I'accouchement (164,195). Pendant
la gestation, le recrutement des lymphocytes est intensifi¢ dans les tissus gestationnels. De fait,
ce recrutement se produit en fonction de 1'age gestationnel, étant considérablement plus élevé a

terme par rapport a I'accouchement prématuré (159).

Des études ont montré que I'implication des lymphocytes est un facteur important dans

le processus de rejet du feetus au niveau maternel en présence d'une chorioamnionite (196). En
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plus, une étude in vitro a montré que la migration des lymphocytes était médiée par 1'lL-6, ce
qui pourrait expliquer la réponse inflammatoire aigué observée au cours de la chorioamnionite
(197). A cet égard, il est possible de constater une augmentation des lymphocytes T CD8+ chez
les femmes accouchant prématurément en raison des complications de la chorioamnionite
chronique (196). De plus, agissant en synergie avec IL-7 ou IL-15, IL-6 est capable de permettre
une activation indépendante du récepteur des cellules T CD8+ (TCR) et, agissant seul, peut
¢galement abaisser le seuil d'activation du TCR (198). Cependant, il semble que I'action de 1’IL-
6 sur ces cellules soit dose-dépendante (199). De plus, la voie IL-6/sIL-6R a été suggérée comme
un mécanisme li¢ a l'inflammation chronique, puisque l'activation subséquente de cette voie
permet de prévenir l'apoptose lymphocytaire (81). Il est reconnu que les lymphocytes Th2
prédominent au cours de la gestation normale, en particulier a l'interface materno-feetale, et que
la synthese de IL-6 est principalement produite par les Th2 (200,201). Cependant, il semblerait
que l'effecteur le plus probable dans l'induction de 1'inflammation chronique soit plus corrélé a
I’augmentation du rapport Th17/Treg qu’a celui du rapport Th1/Th2 (202). Comme indiqué
précédemment, IL-6 favorise les cellules Th17 au détriment des Tregs et ce déséquilibre
lymphocytaire est associé¢ a la PTB (203). Il a été noté que les cellules Tregs aident & maintenir
la grossesse via leurs réles immunosuppresseurs, leur déplétion dans des modéles animaux
induit des fausses couches précoces (162,166,204,205). De plus, les populations de lymphocytes
Th17 augmentent considérablement pendant la chorioamnionite, ce qui concorde avec

'augmentation des niveaux d'IL-6 (206,207).

Dans une étude utilisant des souris I1L-6-/-, le niveau de cellules T CD4+, ces derniéres
¢tant capables d'exprimer des médiateurs pro-parturition tels que TNFa, IL-13 et MMP-9, a
diminué dans le tissu décidual a 1'approche du travail (159,199). De plus, 1'utilisation d'un mAb
anti-IL-6R a permis d'inhiber le transfert sélectif des cellules T-naives CD4+ vers les cellules
Th17, mais n'a pas interféré avec les niveaux de lymphocytes Th1, Th2 ou Treg (202,208,209).
Il est intéressant de noter que dans l'intestin, I'lL-6 ne semble pas jouer un réle fondamental dans
la différenciation des cellules Th17 dans des conditions normales d'inflammation (210,211). 1l
s'agit d’un point important a considérer lors de la mise en place d’un éventuel traitement anti-

IL-6R pour la PTB. Ces lymphocytes sont impliqués dans le maintien de I'intégrité de la barriere
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intestinale et le systéme immunitaire du nouveau-né prématuré ne devrait pas étre davantage
affecté (212).
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Figure 1.8 L'IL-6 est capable de moduler la migration et la différenciation des

lymphocytes pendant l'infection

Dans des conditions normales de grossesse, les taux d'IL-6 sont peu élevés, ce qui permet de maintenir
le rapport Treg/Th17 nécessaire au bon déroulement de la grossesse. En présence d'une infection, les
taux d'IL-6 augmentent considérablement, ce qui entraine un rapport en faveur des Thl7, ceux-ci
exercant une régulation positive sur les médiateurs pro-inflammatoires. L'IL-6 est également impliquée
dans la migration et dans l'inhibition de 1'apoptose lymphocytaires, ce qui permet un afflux constant et

considérable de lymphocytes au site de l'infection (83).

1.8.5 Le role prédominant de IL-6 dans I’induction du FIRS

Le FIRS (syndrome de réponse inflammatoire feetale) est particulierement observé chez
les nouveau-nés souffrant de PTB (212). Cette condition se caractérise par une inflammation
feetale systémique et des taux ¢€levés d'IL-6 dans le plasma foetal (>11pg/mL). Le FIRS est le
plus souvent associé¢ a une chorioamnionite, une funisite ou une vascularite choriale, bien que

certains cas n'aient pas de lien direct avec ces infections (33). Les maladies congénitales les plus
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courantes associé¢es au FIRS comprennent le syndrome de détresse respiratoire (SDR), la
dysplasie broncho-pulmonaire (DBP), la septicémie, 1'hémorragie intraventriculaire, la
rétinopathie du prématuré (RDP) et 1'entérocolite nécrosante (NEC) et de Iésions cérébrales
(141,212,213). De plus, une association entre les niveaux d'IL-6, d'encéphalopathie et de 1ésions

de la substance blanche a été mise en évidence (214).

1.9 Pistes thérapeutiques pour la PTB

1.9.1 Tocolytiques, antibiotiques et AINS

Les traitements actuels consistent essentiellement a administrer des tocolytiques pour
cibler la contraction utérine et, a ce jour, aucune thérapie n'a réussi a prolonger la grossesse ou
a améliorer le pronostic néonatal. Les tocolytiques sont utilisés pour retarder I'accouchement
de quelques heures seulement afin de laisser suffisamment de temps pour le transfert vers des
soins spécialisés (215). Non seulement les tocolytiques n'ont montré aucune amélioration en
matiere de morbidité néonatale et de réduction de la PTB, mais ils ont ¢galement des effets
indésirables importants (216). Les betamimétiques, un certain type de tocolytique a été associé
avec une augmentation du risque chez le nouveau-né d’hémorragie intraventriculaire,
d’hypocalcémie et d’hypoglycémie et de plusieurs autres effets secondaires chez la mére tels
que des arythmies cardiaques importantes, de 1’hypotension, de 1’cedéme pulmonaire et des
hyperglycémies (217). Il existe un besoin majeur et non satisfait pour le développement de
traitements efficaces ciblant non seulement le processus de contractions, mais qui ciblerait aussi

l'inflammation et l'infection sous-jacente.

Divers anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), comme I'INDO et le Rofecoxib, un
inhibiteur sélectif de la COX-2, ont été ¢étudiés pour leur rdle dans I'inhibition des
prostaglandines. Malgré des résultats prometteurs dans la diminution de la PTB, il a été
démontré que l'utilisation des inhibiteurs de la COX a de nombreux effets secondaires dangereux
sur le développement du feetus tel que la fermeture prématurée du canal artériel, de
I’hypertension pulmonaire, de I’hyperbilirubinémie, de I’hémorragie interventriculaire et de

I’oligohydramnios (218-220).
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La capacité a détecter les patients a risque de PTB est également trés limitée. Les
stratégies actuelles comprennent la mesure du risque basée sur I'identification et la stratification
des facteurs de risque cliniques (Tableau 1) ou ['utilisation d'un outil de diagnostic tel que le
test de fibronectine feetale (fFN). Le fFN a une excellente valeur prédictive négative, mais une
valeur prédictive positive tres limitée de 14 %. Ces méthodes de prédiction de risque ne

permettent pas d'établir hors de tout doute une mesure précise du risque de PTB (216,221).

1.9.2 Progestérone

Le passage du stade lutéal au stade placentaire se produit généralement entre la 6¢ et la
9e semaine de gestation et la progestérone est produite par le corps jaune sous la stimulation de
la gonadotrophine chorionique humaine trophoblastique. A ce stade, le placenta devient la
principale source de progestérone jusqu'a I'accouchement. La progestérone procure un état de
quiescence nécessaire a la poursuite de la grossesse en inhibant l'activité du myométre (222).
Les progestatifs tels que la progestérone naturelle et la 17-hydroxyprogestérone caproate (17-
OHPC) artificielle sont les seuls médicaments et traitements prophylactiques ayant démontré
une efficacité pour retarder les naissances prématurées (223). La progestérone inhibe le NF-xB,
la COX-2, la PGE2/F2 et la myosine light-chain kinase (MLCK), ce qui entraine une diminution

de la contractilit¢ du myometre (222).

Les données trouvées dans la littérature en rapport avec 'utilisation de la progestérone
vaginale comme facteur protecteur, en particulier chez les femmes ayant un cervix court ou
ayant testées positif a la fibronectine foetale, durant la prématurité sont contradictoires. C’est
finalement en 2016 qu’une large ¢tude (OPPTIMUM study) multicentrique, randomisée et a
double insu a finalement permis de trancher sur la question (224). Les résultats de I’analyse ont
permis de conclure que I’utilisation de la progestérone afin d’améliorer les issues a la naissance
¢tait inexistante ou négligeable au mieux. Concluant que le syndrome de la prématurité étant
particuliérement hétérogene, certain sous-groupe de population pourrait bénéficier du
traitement, mais qu’ils ne voyaient pas de résultats significatifs pour la majeure partie de la

population.
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En 2011, la 17-OHPC, fabriquée en laboratoire sous le nom de marque Makena, a été
approuvée par la FDA. Depuis lors, les études ont montré que le Makena était plutdt inefficace.
Une étude réalisée en 2020 a présenté les résultats d'un essai clinique de neuf ans, confirmant le
manque d'efficacité de la 17-OHPC tant dans la prévention de la PTB que dans I'amélioration
des scores néonatals (225). Cela a conduit la Food and Drug Administration (FDA) a

reconsidérer son approbation.

1.9.3 Médicaments anti-inflammatoires suppresseurs de cytokines

(CSAIDs)

Les CSAID ciblent certaines voies de signalisation problématiques tout en préservant
une variété d'autres voies cruciales pour le processus normal de la gestation, ce qui en font
d'excellents candidats pour le traitement de la PTB. Depuis leur premiére introduction, différents
CSAID ont été étudiés. Typiquement, les CSAIDs inhibent les voies (PI3K/Akt)/mTOR, p38-
MAPK et NF-kB (en ciblant IKK), ce qui entraine une diminution de la stimulation pro-
inflammatoire (226,227). Par conséquent, ces mécanismes d'action entrainent moins d'effets
secondaires que les AINS (226). De plus, une étude comparant 4 AINS (NBDI, NAC, TPCA-1
et SB239063) a montré que l'accumulation de PGE2 et de TNFa est inhibée dans le
compartiment feetal par TPCA-1, et dans les compartiments maternel et foetal par SB239063
(226). Le TPCA-1 est un inhibiteur de I'l[KK et le SB239063 est un inhibiteur de la p38-MAPK.
Ces deux composés semblent intéressants pour prévenir l'inflammation feetale intra-amniotique
et pour réduire les conséquences a long terme de l'inflammation feetale pour le nourrisson.
Cependant, il a été démontré que la suppression du TNFa par le TPCA-1 et par le SB239063
persistait pendant plusieurs semaines apres la naissance, laissant le nouveau-né avec un systéme
immunitaire affaibli et un risque augmenté d'infections (226). Dans une deuxi¢me étude, les
inhibiteurs de TAK1 (iTAKT1), une autre classe de CSAID, ont ét¢ examinés. D'autres études
sont nécessaires, mais I'"TAK1 semble étre efficace pour prévenir la PTB, cependant il ne

semble pas réduire l'inflammation intra-amniotique (227).
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1.9.4 Avantages du blocage de 1'IL-6

De nombreuses ¢études ont validé le fait que le blocage de I'IL-6 par KO génétique ou
par l'administration d'anti-IL-6 ou d'anti-IL-6R peut entrainer une suppression préventive ou
thérapeutique du développement de maladies. Par exemple, le blocage de 1'L-6 a entrainé une
réduction notable des symptdmes de la polyarthrite rhumatoide, de l'arthrite idiopathique
juvénile systémique, MCD, du lupus érythémateux systémique, de la sclérose systémique, des
myopathies inflammatoires, 1'encéphalomy¢lite auto-immune expérimentale, la neuromy¢lite
optique, la maladie de Still de 'adulte et de nombreuses maladies inflammatoires chroniques
telles que la maladie de Crohn, la maladie de Behcet, I'uvéite, le syndrome RS3PE, la maladie
du greffon contre I'hote (GVHD), l'hypertension pulmonaire et la maladie liée aux IgG4
(209,215,228-236). Par conséquent, la PTB étant fortement associée a une inflammation dans
laquelle I'IL-6 joue un role important, le blocage de I'lL-6 pourrait également étre bénéfique
dans la prévention de la PTB (215). En outre, des études animales ont montré que la thérapie
anti-IL-6R diminue de maniére significative le taux d'accouchement prématuré dans les modeles
inflammatoires (123). L'anticorps monoclonal anti-IL-6R, le TOC, a été autorisé¢ pour le
traitement de la polyarthrite rhumatoide en 2010. Bien que des recherches supplémentaires
soient nécessaires pour prouver son innocuité dans la grossesse humaine, les études actuelles ne
montrent aucune indication d'un risque accru de malformation pour le feetus (237). En ciblant
la signalisation de I'IL-6, la prévention de la PTB pourrait étre une option prometteuse; des

recherches plus approfondies sur ce sujet bénéficieraient aux futures applications cliniques.

1.9.5 Inhibiteurs de I'IL-6/IL6R

Commercialement, il est possible de retrouver une large gamme d'inhibiteurs de 1'IL-6
et de 1'L-6R, ce qui démontre l'intérét croissant pour des agents similaires suite au succes

thérapeutique retrouvé par de I'inhibition de 1'IL-6 dans diverses maladies inflammatoires.

1.9.5.1 Tocilizumab

Le TOC (Actemra), un antagoniste de mIL-6R et sIL-6R, est un anticorps monoclonal
humanisé commercialisé en 2009 dans 1'Union européenne et en 2010 aux Etats-Unis (57,238).

Le TOC est utilisé pour traiter les patients atteints de polyarthrite rhumatoide modérée a sévere
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qui ne répondent pas a un antagoniste du TNFa ou a d'autres médicaments antirhumatismaux
modificateurs de la maladie (DMARD). En outre, il peut étre utilisé pour traiter la MCD, la
maladie de Cogan et le lupus (239). Cet agent biologique empéche spécifiquement I'L-6 de se
lier a son récepteur. Le TOC induit une diminution des marqueurs inflammatoires tels que la
CRP et la vitesse de sédimentation des érythrocytes (240). Suite au succes du TOC, plusieurs
autres inhibiteurs ont vu le jour. Dans une ¢étude de synthese sur les effets thérapeutiques du
TOC comparé au méthotrexate dans la polyarthrite rhumatoide, la majorit¢ des effets
secondaires étaient considérés de faible a modérer et ayant une faible proportion (7%) considéré
comme sévere (241). Notamment, 1’effet secondaire le plus notable était une augmentation du
taux d’infection, plus particulierement de la peau et du tissu sous-cutané, et des effets

secondaires gastro-intestinaux.

1.9.5.2 Autres inhibiteurs

De récentes données ont démontré que 1’Olamkicept (sgpl30Fc), une molécule
présentement en phase clinique 2, aurait un fort potentiel thérapeutique dans les MII (242).
L’avantage de cette molécule est d’inhiber sélectivement la voie de signalisation trans du
récepteur, celle-ci majoritairement responsable de I’induction de I’inflammation chronique.
D’autres études doivent confirmer la stireté de son utilisation dans la population cible et de son
utilisation sécuritaire durant la gestation, mais cette molécule pourrait étre un candidat
envisageable pour réduire I’inflammation durant la prématurité. Le Siltuximab (Sylvant), un
anticorps monoclonal chimérique humain souris, est un autre inhibiteur désormais sur le marché.
Il se lie a I'lL-6 avec une affinité et une spécificité trés grandes et empéche I'IL-6 de se lier a son
récepteur. Le Siltuximab a été approuvé en 2014 par la FDA pour les patients atteints de la
maladie de Castleman (55). Quelques effets indésirables ont été observés tels que le prurit, des
infections des voies respiratoires supérieures, de 1'hyperuricémie et une augmentation du poids
(243). Sarilumab (Kevzara) est un anticorps monoclonal humanisé qui se lie au récepteur de
I'IL-6 membranaire ou soluble (comme le TOC), empéchant la transduction du signal. Il a
¢galement été approuvé par la FDA pour le traitement de la polyarthrite thumatoide chez les
patients qui ne répondent a aucun des DMARD. Comparativement au TOC, le Sarilumab se lie
a mIL-6R avec une plus grande affinité, bloquant l'activation du récepteur de manicre plus

efficace et inhibant la prolifération cellulaire induite par I'lL-6 & une concentration plus faible

50



(244). Cependant, quelques effets secondaires ont été rapportés lors des essais cliniques : fivre,
¢lévation du taux d'alanine aminotransférase et neutropénie (46). L'olokizumab est un anticorps
monoclonal humanisé dirigé contre I'IL-6 qui est actuellement en phase clinique 3. Il s'est avéré
efficace dans la polyarthrite rhumatoide réfractaire aux traitements par inhibiteurs du TNFa
(245). La caractérisation du profil pharmacocinétique/pharmacodynamique de 1'Olokizumab
pour la suppression de la CRP est maintenant terminée, permettant ainsi d'entreprendre des

¢tudes supplémentaires avec des groupes plus importants (246).

1.9.5.3 La synthése d’un nouvel antagoniste allostérique nommée HSJ633

L’ approche de 633 est similaire a celle qui a mené a la découverte d’autres antagonistes
au sein du laboratoire hote, notamment des récepteurs de I’IL-18 et de FP; ce dernier étant
présentement en phase clinique I (247,248). La structure d’aa de 633 a été générée en analysant
les domaines extracellulaires de son récepteur et en sélectionnant une région conservée entre
I’Homme et la souris. Grace a la cristallographie et a la modélisation, il a pu étre possible de
former des peptides homologues dans des régions cibles d’IL-6R. Brievement, cet homologue
peptidique permet de déplacer 1’équilibre durant le changement de conformation ce qui a pour
effet de moduler la signalisation sans toutefois empécher le ligand orthostérique de se lier a son
récepteur. Le raisonnement clinique derriere la génération d’un modulateur allostérique est
I’importance de préserver certaines voies intracellulaires inhérentes au processus inflammatoire
durant le développement feetal. Tel que mentionné, le récepteur a I'IL-6 active trois voies
canoniques, soient celles de STAT3, Akt et Erk. En se liant de manicre allostérique, 633 permet
l'inhibition sélective de STAT3, tout en préservant les deux autres voies de signalisation. STAT3
a principalement un effet sur la production des APP, amplifiant ainsi le signal initial pro-
inflammatoire. En outre, 633 a été spécifiquement congu avec des aa de stéréochimie-D
puisqu’ils sont plus résistants aux protéases que les stéréo-isomere-L, les rendant ainsi plus
adaptés a une utilisation thérapeutique (249). Ces formulations pharmacologiques ont permis
d’obtenir un peptidomimétique ayant un fort potentiel anti-inflammatoire, offrant une stabilité
augmenté tout en étant spécifique et, ce faisant, sécuritaire pour son utilisation durant la

grossesse.
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Figure 1.9 La liaison allostérique de 633 cause une changement de conformation de

IL-6R

Sans peptide, il n’y a pas de modulation allostérique au niveau du récepteur; la liaison du ligand a son
récepteur permettra I’activation des voies intracellulaires propres a la cellule. Avec un peptidomimétique,
dans ce cas-ci 633, la modulation allostérique permet un changement de conformation résultant en une

activation partielle des voies de signalisation intracellulaires.
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1.10 Hypothése

Briévement, en inhibant sélectivement la voie pro-inflammatoire de STAT3 et en
préservant les voies de ERK1/2 et de Akt, lesquelles sont essentielles au développement feetale,
nous supposons que, dans un modéle murin de prématurité induit par le LPS, 633 permettra de

réduire les conséquences déléteres de 1’inflammation anténatale.
Conséquemment, notre hypothése est la suivante:

i) IL-6 promue et participe a un environnement pro-inflammatoire défavorable tel que
vu durant la prématurité;
ii) Ce faisant, dans un contexte inflammatoire, 633 permet de prolonger la gestation et la

maturation feetale et permettra ultimement de maintenir I’intégrité des tissus feetaux.

1.11 Objectifs

Pour ce faire, les objectifs de ce travail de recherche sont les suivants :

o Valider I’impact inflammatoire d’IL-6 en utilisant un antagoniste de son récepteur dans un
mode¢le d’inflammation généré par le LPS dans la PTB chez la souris.

o Analyser le profil inflammatoire obtenu suite a I’administration de 633 durant la PTB induite
par le LPS dans les tissus maternels et gestationnels murins suivants: utérus, placenta,
membranes foetales ainsi que dans le sang et plasma maternel.

o Analyser ’efficacité de 633 dans un modéle murin de prématurité induit par le LPS dans le
retardement de I’accouchement prématuré.

o Valider I’'impact de 633 sur la survie et le poids des nouveau-nés exposés au modele de PTB
induite par le LPS.

o Valider la sécurité thérapeutique de 633 au niveau de I’intégrité tissulaire pulmonaire et
digestive des souriceaux nés prématurés dans un modele de PTB induit par le LPS.

o Valider I’'impact de 633 sur le maintien de I’intégrité tissulaire pulmonaire et digestif des

souriceaux nés prématurés dans un modele de PTB induit par le LPS.
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2 Matériel et méthodes

2.1 Animaux

Afin de représenter le modele LPS murin, des souris gestantes CD-1 ont été obtenues
des laboratoires Charles River au 11e jour de gestation. Les expérimentations ont préalablement
été approuvées par le comité d’éthique de la recherche de Sainte-Justine selon les principes du
Guide for the Care and Use of Experimental Animals du Conseil Canadien de protection des
animaux. Les souris ont pu s’acclimater durant 5 jours a ’animalerie avant de débuter les
expérimentations. Dés leur arrivée et jusqu’a la fin des manipulations, les animaux avaient un

acces constant a de I’eau et a de la moulée et ont été gardés sous un cycle 12: 12 jours/nuit.

2.2 Produit chimique

Les produits chimiques ont été achetés dans ces compagnies suivantes: HSJ633 (Elim
Biopharmaceuticals, Hayward, CA), TOC (#186639, Hoffmann- La Roche Limitée,
Mississaugua, ON, CA), Lipopolysaccharides de Salmonella typhimurium (#L2630, Sigma
Saint Louis MO, USA).

2.3 Modé¢le de prématurité induit par le LPS

Les souris CD-1 au jour gestationnel (GD)16 (durée normale: 19 jours) ont été
anesthésiés a I’aide d’isoflurane et on soit recu une injection sous-cutanée : de 633 (2
mg/kg/jour), de TOC (20mg/Kg/jour) ou de véhicule (100 pL d’eau stérile). Les injections ont
¢té poursuivies jusqu’au GD18.5 et a toutes les 12 heures (voir Figure supplémentaire 9.1).
Trente minutes apres la premiére dose des composés précédents, une dose unique de LPS a été
administrée de maniére intrapéritonéal (10 pg dans 100 puL d’eau stérile; i.p), ce qui a permis
aux composés thérapeutiques de bien se distribuer et de trouver un équilibre dans les tissus
cibles. Un groupe de souris gestantes ont été sacrifiées 24 heures apres 1’administration des
composés afin de collecter les tissus et fluides gestationnels soit: utérus, placenta, liquide
amniotique, membranes feetales et plasma sanguin. Les tissus récupérés ont rapidement été

congelés dans de la glace séche afin de préserver leur intégrité moléculaire. Les autres groupes
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de souris gestantes ont pu donner naissance. Le moment de naissance a été évalué toutes les 2
heures et le moment de naissance, la survie des nouveau-nés et leur poids ont ét¢ comptabilisés.
Les souriceaux ont été sacrifiés aux jours de gestation post-terme (PT)1 pour analyser la toxicité
de 633. Finalement, un dernier groupe de souriceaux ont été sacrifiés a PT15 (représentant
I’adolescence de la souris en termes de développement) et 30 (représentant le jeune adulte) pour

¢tudes histologiques subséquentes.

2.4 Extraction postnatale des tissus en vue d’analyses histologiques

Apres la naissance, des souriceaux ont €t¢ sacrifiés aux jours PT1, 15 et 30. Les
souriceaux ont été préalablement anesthésiés a 1’aide d’isoflurane, puis sacrifiés au CO2 ainsi
que par dislocation cervicale. La cage thoracique a été ouverte a I’aide de ciseaux chirurgicaux
puis les cotes ont été enlevées. Afin de maintenir les poumons gonflés et d’assurer une meilleure
préservation, les souriceaux ont été intubés via la trachée et les poumons ont été perfusés avec
de la formaline 10% a une pression de 20 cm durant 10 minutes. Les bronches principales ont
été sectionnées et les poumons ont été prélevés. La cavité abdominale a été ouverte a I’aide de
ciseaux chirurgicaux et le rectum a été coupé puis ’intégralité du tube digestif a été dépliée. A
environ 2 cm au-dessus du caecum, I’iléon a été sectionné. Minuticusement, I’intestin a
completement été nettoyé dans un pétri contenant du PBS en pressant I’appareil digestif. Les
tissues ont été conservés dans la formaline 10% pendant 48 heures puis lavés et transférés dans

du PBS a 4°C.

2.5 Analyses histologiques

Les tissues ont ét¢ mis dans des blocs de paraffine puis coupés a une épaisseur de 10pum
pour les intestins et de Spum pour les poumons a 1’aide d’un microtome. Les sections ont ensuite
¢été colorées a ’hématoxyline et éosine (H&E). Les lames ont été numérisées en utilisant un
scanneur de lames a haute résolution Axio Scan.Z (Zeiss, San Diego, CA) en utilisant un objectif
de 20X. Le logiciel de la méme compagnie, soit Zen Blue 2.1 (Zeiss) a ¢été utilisé pour

I’acquisition des mesures.
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Pour ce qui des poumons, des carrés d’une dimension de 1mm? ont été sélectionnés dans
des parties représentatives du tissu sans vaisseaux sanguins dans la lame observée. A 1’intérieur
de ces carrés, I'intégralité des alvéoles a été comptée et mesurée et la mesure du nombre de
septums a ¢té évaluée sur une distance de 500 um. Pour ce qui est des intestins, une mesure de
la longueur et de I’atrophie des villosités a été faite. L’atrophie a été¢ définie comme la plus petite
mesure de la longueur retrouvée dans le groupe contrdle (<100 mm pour I’analyse de toxicité a
PT1 et <500 mm pour les villosités a PT15) et transformée en pourcentage. Toutes les analyses
histologiques ont été faites de maniere a ce que I’évaluateur ne connaisse pas initialement les

groupes a I’analyse (analyse a I’aveugle).

2.6 Immunohistochimie (IHC)

Afin de mesur¢ la biodistribution de 633, des souris gestantes GD17 ont été administrées
avec soit du 633 couplé a du FITC (Img/kg), du FITC seul (Sigma- Aldrich; 1mg/kg) ou
véhicule (100 pl d’eau stérile). Les souris enceintes ont par la suite été séparées en deux autres
groupes : le premier groupe étant sacrifié¢ 1 heure apres injection de 633-FITC et le 2e groupe
apres 4 heures. Les placentas ainsi que les foetus ont été récupérés et ont été fixés dans du
paraformaldéhyde 4% durant 1 journée puis ont été lavés et conservés dans du PBS. Les
placentas ont été coupés longitudinalement et les feetus ont été coupés sagittalement, tous deux
a une ¢épaisseur de 10 um. Les noyaux des sections ont par la suite ét¢ marqués au DAPI (1
:5000; Invitrogen). Les lames ont ét¢ numérisées (Axio Scan, Zeiss, San Diego, CA) en utilisant
un objectif de 10X. L’option MosaiX (mosaique de photos) a été utilisée et les marquages au
DAPI et au FITC ont été superposés en utilisant le logiciel Zen Blue 2.1. Pour obtenir une
mesure d’intensité fluorescente, les placentas ainsi que les feetus ont été mesurés en calculant la
moyenne d’intensit¢ lumineuse. Finalement, le logiciel a effectu¢é une normalisation
automatique des images afin que les tissus soient analysés avec les mémes paramétres de
coloration permettant une meilleure représentation de la fluorescence véritable du tissu. Toutes
les analyses immunohistologiques ont été faites de maniére a ce que 1’évaluateur ne connaisse

pas initialement les groupes a 1’analyse (analyse a 1’aveugle).
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2.7 Extraction d’ARN et PCR quantitative

Les tissues récupérés préalablement ont été dégelés, coupés et pesés, et rapidement
submergés dans 600ul de solution de lyse tissulaire froide afin de prévenir la dégradation
d’ARN. Les échantillons ont par la suite ét¢ homogénéisés, puis I’ARN a été extrait selon le
protocole du manufacturier. Le spectrophotométre Nanodrop 1000 a été utilisé afin de mesurer
la concentration et la pureté (ratio A260/A280 > 1.60) des différents échantillons. Une quantité
de 500ng a été convertie en ADN complémentaire (ADNCc) en utilisant le «iScript Reverse
Transcription Supermix» (Bio-Rad; Hercules CA, USA). Les amorces des geénes ont été
synthétisées a partir de site web «National Center for Biotechnology Information Primer Blast»
(voir Table 2.1). L’expression quantitative des génes a été mesurée en utilisant du SYBR Green

master mix (Bio-Rad) et normalisé avec le géne rapporteur HPRT.

Tableau 2.2 Séquences Forward et Reverse des genes utilisés dans les analyses qPCR

Primers

Gene Forward Reverse

IL-1B 5’-CCAAAGCAATACCCAAAGAAA-3* | 5’-GCTTGTGCTCTGCTTGTGAG-3’
IL-6 5’-ACAACCACGGCCTTCCCTAC-3’ 5’-TCCACGATTTCCCAGAGAACA-3’
TNFa 5’-GTAGCCCACGTCGTA-3’ 5’-TCCACGATTTCCCAG-3’

OXTR 5“TGTGTCTCCTTTTGGGACAA-3 5-GGCATTTCAGAATTGGCTGT-3’
IL-8 5-TGCTTTTGGCTTTGCGTTGA-3’ 5'-GTCAGAACGTGGCGCTATCT-3'
COX2 5-TTAGCCCCAATAAGCCCAGG-3’ 5-TTTCTCTCCCTGATGCGTGG-3’
HPRT 5’-GGACCTCTCGAAGTGTTGGATA-3" | 5-GCGCTCATCTTAGGCTTTGTAT-3’

2.8 ELISA murins

Les tests ELISA ont ¢té réalisés avec la quantikine de souris : IL-1B/IL-1F2 (R&D
systems, no. MLBOOC), IL-6 (R&D Systems, no. M6000B), TNF-a. (R&D Systems, no.
MTAO0B) et CRP (R&D systems; no. MCRPO0O0). Briévement, les tissues ont ét€ mis dans une

solution RIPA contenant des inhibiteurs a protéases et homogénéisés sur glace. Ensuite, 50 pl
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d'échantillons de courbe standard, de contrdle et de tissus cibles (selon la quantikine analysée)
ont ¢t¢ chargés dans une plaque 96 puits pré-enduite d'anticorps et incubés pendant 2h a
température ambiante. Les puits ont été lavés cing fois avec une solution de lavage, puis ont été
incubés pendant 2h avec un anticorps secondaire polyclonal. Une deuxiéme série de cinq
lavages a été effectuée et une solution de substrat a été ajoutée et incubée pendant 30 minutes.
La réaction a été arrétée et la plaque a été lue a 450 nm avec une correction de la longueur d'onde

a 540 nm.

2.9 Analyse statistique

Une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) a été réalisée pour comparer les
groupes entre eux a I’aide du logiciel Graphpad Prism version 8 (GraphPad Software, San
Diego, CA). La méthode de Dunnett pour les comparaisons multiples a été appliquée lorsque
les données ¢étaient comparées a un seul controle. Pour les résultats de toxicité intestinale et de
I’évaluation du jour de naissance, une analyse ¢ test a été utilisée. Une valeur p<0,05 a été
considérée comme statistiquement significative. Les données montrées correspondent aux

moyennes = SEM.
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3 Résultats

3.1 633 permet de diminuer la transcription de génes pro-
inflammatoires et de UAP dans les tissus gestationnels

Nos résultats utilisant un modele d’inflammation induite par le LPS font suite a de
nombreuses études montrant les effets déléteres importants que les infections bactériennes
peuvent provoquer durant la grossesse et dans le processus de la gestation. Dans le but de
poursuivre la caractérisation du mécanisme d’action de 633 (voir Annexe : données
préliminaires), I’expression génétique de protéines clés dans I’activation utérine et de cytokines
pro-inflammatoires a ¢ét¢ analysée dans les tissus foetaux-maternelles (utérus, placenta et
membranes feetales)(Figure 3.1). Tel qu’attendu, les génes codant pour les principaux facteurs
pro-inflammatoires (Tableau 2.2) ont été régulés a la hausse suite a ’administration de LPS.
Cette régulation a la hausse a pu étre renversée en administrant un antagonisme du IL-6R. Ces
résultats ont mis en évidence le role important qu’IL-6 joue dans I’induction de I’inflammation
dans les tissus gestationnels. Son blocage suite a I’administration de 633 a permis de réduire
significativement 1’expression de : IL-1, TNFa, CCL2, caspasel (Caspl) et de OXTR au
niveau utérin (Figure 3.1 : A), de IL-6, CCL2 et de Caspl au niveau placentaire (Figure 3.1 :
B) et de IL-6, TNFa, CCL2 et de PGES dans les membranes feetales (Figure 3.1-C). 1l est a

remarquer que 1’effet du 633 est toujours semblable sinon supérieur au TOC.

3.2 L’administration de 633 permet de diminuer la synthese de protéine
pro-inflammatoire dans les tissus maternels et gestationnels

Nous avons poursuivi davantage 1’étude du profil inflammatoire induit par le LPS et de
la modulation par 633 dans les tissus gestationnels et maternels grace a une analyse ELISA. Le
plus grand effet protecteur d’IL-6 a pu étre observé au niveau placentaire, ou il a été possible
d’analyser une diminution d’au moins deux fois moins d’IL-1f3, d’IL-6 et de TNFa (Figure
3.2 : D-F). L’administration de 633 a aussi ¢t¢ bénéfique au niveau utérin, ou il a été possible

de voir une diminution significative d’IL-1f3 et d’IL-6 (Figure 3.2 : A-C) et d’une tendance a



la baisse pour TNFa (Figure 3.2 : G-I). De plus, il a été possible d’observer une baisse
considérable d’IL-1f3 suite a I’administration de 633 au niveau du liquide amniotique et de CRP
dans le plasma maternel (Figure 3.2 : J-K). L’hétérogénéité des résultats obtenus dans les
groupes véhicules n’a pas permis d’établir une corrélation significative au niveau des
membranes feetales. Une plus grande cohorte de souris aurait été nécessaire afin d’établir une

plus grande distinction.

3.3 Le marquage IHC permet de localiser 633 au niveau du placenta,
mais pas dans le feetus

Afin de vérifier la distribution du médicament lors de son administration anténatale, le
peptide a été couplé a une molécule fluorescente, soit le FITC. Sa distribution a été vérifiée dans
le placenta (Figure 3.3) et le feetus (Figure 3.4) a différents temps d’incubation dans le but de
vérifier si le temps de perfusion pouvait faire différer sa localisation. Un groupe non marqué a
été utilis€é comme contrdle afin de montrer la fluorescence naturelle du tissu et un second
contrble, marqué seulement au FITC, afin de voir la fluorescence de la molécule elle-méme. Au
niveau du placenta, il n’a pas été possible d’observer une différence significative apres
I’incubation de 1 heure (Figure 3.3 : D), tandis qu’il y a eu une différence notable apres
I’incubation de 4 heures (Figure 3.3 : E). De méme, 1’expérience a été faite sur les feetus durant
les mémes temps d’incubation, mais aucune différence significative n’a été observée, et ce pour
les deux temps d’incubation (Figure 3.4 D-E). De cette expérience, il est possible de déduire
que Dl’action de 633 se produirait principalement du co6té maternel. Ainsi, le contrdle
inflammatoire se produirait principalement au niveau placentaire et empécherait la propagation
inflammatoire jusqu’a la circulation feetale. Suite a I’analyse de ces résultats, il a été proposé de
refaire ces résultats et d’ajouter des temps d’incubation plus longs afin de vérifier si la
distribution pouvait &tre augmentée a travers le feetus. De plus, il a été proposé d’ajouter un
facteur inflammatoire en utilisant du LPS, ceci permettant de vérifier si la distribution pourrait
étre modifiée di a une différence de perméabilité provoquée par une inflammation soutenue

dans les tissus gestationnels.
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3.4 633 et TOC permettent de prévenir la naissance prématurée et
améliorent les issues a la naissance

Par la suite, une fois cette vérification validée, une seconde expérience in vivo voulant
démontrer 1’efficacité du 633 dans un modele LPS fut analysée sur une nouvelle portée de
souriceaux, et ce, toujours selon le modele d’échéancier préalablement établi (voir Figure
supplémentaire 9.1). Au jour PT1, une analyse périnatale (Figure 3.5) a été comptabilisée en
comparant les 4 groupes de souriceaux. En accord avec I’hypotheése de départ, les souris
gestantes véhicules ont eu un temps de gestation diminué (18,18 jours £ 0,70) par rapport au
groupe contréle (19,04 jours £ 0,45). (Figure 3.5 : A). Ce temps de gestation diminu¢ a pu étre
renversé en administrant de manicre anténatale du 633 (18,95 jours £+ 0,52). Ensuite, tel que
montré a la Figure. 3.5 : B-D, trois autres analyses périnatales ont été comptabilisées afin de
vérifier I’effet protecteur de 633 sur ces mémes souriceaux. Nous n’avons comptabilisé aucune
naissance prématurée pour le groupe Sham (Figure 3.5 : B). Par ailleurs, la prématurité a été
fixée en tenant compte du nombre de naissances se produisant avant le GD18.5 jour et a été
rapportées en pourcentage. L’administration de 633 a permis d’obtenir moins de naissances
prématurées (37,5%) que les groupes TOC (68,75%) et que véhicule (86,36%). Au niveau de la
survie a la naissance (Figure 3.5: C), analyse rapportant en pourcentage le nombre de
souriceaux morts a la naissance sur la portée totale, il est possible de constater que le groupe
633 avait une fois de plus de meilleurs résultats, soit pour 68,75% des souriceaux en vie a la
naissance. Le groupe TOC (50%) n’était pas significatif lorsque comparé avec le groupe
véhicule (36,36%). Ces évaluations furent faites dans un délai de moins de 30 minutes apres la
fin de la parturition. Finalement, le poids a la naissance (Figure 3.5 : D) du groupe véhicule a
été significativement diminué et I’administration anténatale de 633 ou de TOC permettait de

retrouver le phénotype du groupe contréle.

3.5 L’administration de 633 n’est pas toxique pour la progéniture

Avant de débuter les analyses histologiques subséquentes sur les souriceaux, il fut
important de vérifier que le peptide a I’essai n’était pas toxique pour les nouveau-nés. La toxicité

a été vérifiée en ¢tudiant la morphologie des poumons et des intestins des souriceaux au jour

61



PT1 suivant le traitement expliqué plus haut (Figure 3.6) puisque ce sont les organes qui ont
¢té analysés par la suite. Tel que présenté a la Figure. 3.6 : B-E, I’exposition anténatale au 633
(a la méme concentration que pour les analyses histologiques futures) ou TOC n’est pas toxique
pour les poumons. En effet, il n’y avait aucune différence significative entre le groupe sham et
les groupes 633 et TOC. Dans le méme sens, une seconde analyse histologique (Figure 3.7) a
¢té faite sur les intestins en vérifiant cette fois-ci la longueur des villosités et si I’atrophie variait
entre les groupes sham et celui de 633. En accord avec I’analyse des poumons, 1’administration
anténatale de 633 n’est pas toxique pour les intestins. Ces résultats ont permis d’établir que les
dommages observés étaient le résultat de I’inflammation induite par I’administration de LPS et

non pas des traitements octroy€s par les manipulations in vivo.

3.6 La modulation allostérique par 633 permet de protéger le tissu feetal
de ’'inflammation induite par LPS

Afin de mesurer les conséquences a long terme de I’inflammation engendrée in utero
chez I’enfant, des analyses morphologiques sur des souriceaux aux jours PT15, au niveau de
I’intestin (Figure 3.8), et PT15 et PT30 pour les poumons, ont été faites (Figure 3.9). Un temps
histologique a été ajouté au niveau pulmonaire puisque ’alvéolarisation se termine beaucoup
plus tard chez les souriceaux (250). Une premiére analyse histologique a été faite en mesurant
la longueur des villosités des intestins ainsi que leur atrophie (Figure 3.8 : B-C). On peut
remarquer une différence marquée entre la longueur villositaire du groupe Sham (1391um +
119) et 633 (1415um £ 165) lorsque comparé avec véhicule (826um = 97) et TOC (870um =+
185). De la méme maniére, I’atrophie des villosités entre les groupes Sham (4% + 6) et 633 (1%
+ 3) étaient similaire, tandis que TOC (17% + 9) n’avait pas de différences significatives lorsque

mis en comparaison avec le groupe véhicule (31% + 22).

L’évaluation histologique sommaire des poumons du groupe véhicule (Figure 3.9 : A)
permet de révélée un parenchyme alvéolaire atypique lorsque comparé au groupe Sham et 633,
démontrant I’importance des dommages inflammatoires sur le poumon. Malgré une tendance
vers un phénotype non inflammé, le groupe 633 a PT15 semble avoir été plus affecté au niveau
du poumon (Figure 3.9 : B) que pour les intestins, possiblement expliqué par la continuité du

processus de développement pulmonaire hors utérin. Malgré tout, il est possible de remarquer
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une alvéolarisation améliorée pour le groupe 633 a PT30 (Figure 3.9 : D-E) suggérant des effets
anti-inflammatoires postnataux de ce nouveau compos¢. Ces bénéfices postnatals pourraient
d’ailleurs refléter des résultats ayant déja été publiés par le laboratoire avec 1’utilisation d’un
antagoniste similaire chez le souriceau (251). Les résultats sur I’intestin et le poumon permettent
de montrer que 1’administration anténatale de 633 permet de grandement diminuer et
possiblement méme rattraper les effets néfastes de 1’inflammation durant le développement

feetal.
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Figure 3.1 633 permet de diminuer la régulation de génes UAP et pro-inflammatoires
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3.7 633 permet de diminuer la régulation de genes UAP et pro-
inflammatoires

633 peut prévenir la PTB induite par le LPS chez des souris gestantes grace a la
modulation de geénes pro et anti-inflammatoires clés dans les tissus maternels et gestationnels.
Les échantillons de tissus ont été récoltés sur des souris gestantes a G17.5 suivant un traitement
unique au LPS (10pgi.p) a G16.5. Une PCR quantitative a été faite et I’expression des différents
genes a été normalisée avec le géne rapporteur HPRT. Les résultats sont exprimés en
comparaison avec le groupe contrdle véhicule. Les geénes suivants ont été analysés dans ’utérus
(A) : IL-1B, IL-6, TNFa, CLL2, Caspl, OXTR, suivis des genes suivants dans le placenta (B) :
IL-1B, IL-6, TNFa, CLL2, Caspl, IL-8 et finalement ceux-ci dans les membranes fcetales (C) :
IL-1B3, IL-6, TNFa, CLL2, Caspl, IL-12, PGES. Les valeurs sont présentées comme une
moyenne £ SEM. n = 4-10, *p<0,05, **p<0.001 ns : non significatif.
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3.9 633 permet de diminuer la synthése de protéines pro-
inflammatoires dans les tissus gestationnels et maternels

L’administration anténatale de 633 permet de diminuer la synthése de protéines clés dans
les tissus maternels et gestationnels dans un modéle de PTB induite par le LPS chez des souris
gestantes. Les échantillons de tissus ont été récoltés sur des souris gestantes a G17.5 suivant un
traitement unique au LPS (10pg i.p) a G16.5. Les taux biologiques des différentes protéines ont
tous été analysés par ELISA. Les résultats sont exprimés en comparaison avec le groupe controle
véhicule. Les trois cytokines pro-inflammatoires IL-103, IL-6 et TNFa ont été analysé dans
I’utérus (A-C), dans le placenta (D-F) et dans les membranes feetales (G-I). Une ponction
cardiaque a été réalisée sur les meres gestantes et les niveaux sériques de CRP (J) et de IL-13
ont été analysés. Les valeurs sont présentées comme une moyenne + SEM. n = 4-10, *p<0,05,

*#p<0,001, ***p<0,0001 ns : non significatif.
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Figure 3.3 La biodistribution de 633 dans le placenta
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3.10 La biodistribution de 633 dans le placenta

I1 est possible de localiser 633 au niveau placentaire chez les souris gestantes. (A-C)
Photos de sections de placentas marqués au DAPI et au FITC. Barres d’échelle: 100 pm. (A)
Placenta non marqué au FITC. (B) Placenta marqué FITC seul. (C) Placenta marqué au 633-
FITC. (D) Mesure de la fluorescence du FITC et de 633-FITC sur des placentas apres incubation
de 1h. (E) Mesure de la fluorescence du FITC et de 633-FITC sur des placentas aprés incubation
de 4h. Les valeurs sont présentées comme une moyenne + SEM. n = 2-8, **p<0,001, ns: non-

significatif.

70



Intensité valeur moyenne (a.u)

1000

8004

6004

4004

200

Figure 3.4 La biodistribution de 633 dans le feetus
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3.12 La biodistribution de 633 dans le feetus.

633 ne se distribue pas au niveau du feetus. (A-C) Photos de sections de feetus a GD17
marqué au DAPI et au FITC. Barres d’échelle: 200 um. (A) Feetus non marqué au FITC. (B)
Feetus marqué FITC seul. (C) Feetus marqué au 633-FITC. (D) Mesure de la fluorescence du
FITC et de 633-FITC sur des feetus apres incubation de 1h. (E) Mesure de la fluorescence du
FITC et de 633-FITC sur des feetus apres incubation de 4h. Les valeurs sont présentées comme

une moyenne £ SEM. n = 2-8, ns : non significatif.
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3.13 Evaluation périnatale : Les effets délétéres de ’inflammation
induite par le LPS sont diminués par ’administration anténatale

de 633.

633 permet de diminuer les naissances prématurées et des comorbidités périnatales
associées. (A) Durée de gestation. Le moment de naissance des souris gestantes est affiché. 633
permet de prévenir la naissance prématurée induite par LPS. Les valeurs sont présentées comme

une moyenne + SEM, *p<0,05, ns : non significatif.

(B) Pourcentage de prématurité. La prématurité¢ étant défini comme une naissance se

produisant avant la 18.5° journée. **p<0,001, ****p<0,00001, ns : non significatif

(C) La survie du nouveau-né. Seul 633 permet d’améliorer le pourcentage de survie a la
naissance. Les valeurs ont été obtenues >30 minutes suivant 1’accouchement. Les valeurs sont

présentées comme une moyenne = SEM. n = 3-4, *p<0,05, **p<0,001, ns : non significatif

(D) Le poids a la naissance du nouveau-né. 633 et TOC permettent d’améliorer le poids
a la naissance. Les valeurs ont été obtenues >30 minutes suivant la parturition. Les valeurs sont

présentées selon une moyenne + SEM. n = 35-45, ***p<0,0001
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Figure 3.6 L’exposition anténatale au 633 ou TOC n’est pas toxique pour les poumons
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3.14 L’exposition anténatale au 633 ou TOC n’est pas toxique pour les

poumons

633 n’est pas toxique pour les poumons au niveau morphologique. (A) Photos
représentatives du parenchyme pulmonaire coloré au H&E. Barres d’échelle : 100 mm. (B)
Mesure du compte alvéolaire; (C) de I’aire alvéolaire ; (D) du compte des septums alvéolaires;
(E) de I’épaisseur des septums. Les valeurs sont présentées comme une moyenne = SEM. n = 2-

4, ns : non significatif.
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Figure 3.7 L’exposition anténatale de 633 n’induit pas d’anomalies morphologiques

sur les intestins
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3.15 L’exposition anténatale de 633 n’induit pas d’anomalies

morphologiques sur les intestins.

633 n’est pas toxique pour les intestins au niveau morphologique. (A) Photos des
villosités de I’intestin colorées au H&E. Barres d’échelle : 100 mm. Mesure de : (B) la longueur
des villosités (C) I’atrophie des villosités. L’atrophie a été définie comme une profondeur
>100mm et transformée en pourcentage. Les données sont obtenues suite a un 7-Test. n = 2-4,

ns: non significatif.
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Figure 3.8 L’exposition anténatale de 633 permet de protéger I’intestin des effets délétéres de I’inflammation.
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3.16 L’exposition anténatale de 633 permet de protéger ’intestin des

effets déléteres de ’inflammation

L’inflammation induite par le LPS avant la naissance provoque des dommages
morphologiques sur les intestins et a pu étre corrigée suite a ’administration anténatale de 633.
(A) Photos représentatives des villosités intestinales colorées au H&E. Barres d’échelle : 500
um. (B) Mesure de la longueur villositaire. (C) Mesure de 1’atrophie des villosités. L’atrophie a
¢été¢ définie comme une longueur de >500mm et transformée en pourcentage. Les valeurs sont

résentées comme une moyenne = SEM. n =4 a 8, ns : non significatif, ***p <0.0001.
p y g p
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3.18 L’exposition anténatale de 633 permet de protéger le parenchyme

pulmonaire des effets délétéres de I’inflammation

L’inflammation induite par le LPS avant la naissance provoque des dommages
morphologiques sur les poumons et a pu étre corrigée suite a I’administration anténatale de 633.
(A) Photos représentatives du parenchyme pulmonaire coloré au H&E. Barres d’échelle : 200
um. Mesure de : (B) du compte alvéolaire a PT15 et a PT30 (D), (C) de ’aire alvéolaire a PT15
et a PT30 (E). Les valeurs sont présentées comme une moyenne = SEM. n =4 a 8, *p<0,05,

*#p<0,01 ****p <0,0001, ns : non significatif.
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4 Discussion

L’inflammation est une composante indissociable et nécessaire au processus de
I’accouchement, qu’il soit a terme ou non (252). Il participe au processus normal de la
parturition et est largement augmenté dans le cervix, le myometre, les membranes feetales ainsi
que dans la cavit¢ amniotique au moment de I’accouchement. Notamment, il permet
I’infiltration leucocytaire au tissu gestationnel permettant la maturation cervicale 34. Toutefois,
lorsque déclenché trop tot, ce processus peut devenir pathologique tant pour la mére que pour
le feetus. Les dommages engendrés via cette inflammation anténatale au niveau utérin peuvent
avoir des répercussions longtemps sur le développement de I’enfant et méme perdurer durant sa

vie adulte.

Cette ¢étude prouve le role crucial d’IL-6 dans I’induction de la PTB et des dommages
que cette cytokine peut occasionner sur le feetus. En effet, en utilisant un antagoniste du
récepteur de 1I’IL-6 dans un modéle d’inflammation induit avec du LPS, c¢’est-a-dire un type
d’inflammation pathophysiologique imitant une infection bactérienne, il a ¢été possible
d’améliorer la condition fcetale a la naissance et de diminuer le taux de prématurité. Le fait de
sélectivement cibler cette cytokine uniquement montre le réle important qu’elle peut avoir dans
le développement inflammatoire lors de cette condition et des dommages qu’elle peut
occasionner sur le feetus. D’ailleurs, I'un des avantages de 633 sur lequel nous avons
particulierement mis¢ est sa capacité a moduler spécifiquement les voies de signalisation de IL-
6R de maniere allostérique. L’inhibition sélective de la voie pro-inflammatoire STAT3 et la
préservation des voies de AKT et de ERK sont favorables au développement feetal et permettent
un processus inflammatoire normal. En effet, malgré le role important d’IL-6 dans la promotion
de I’inflammation, il joue également un rdle nécessaire sur le métabolisme et dans la résolution

inflammatoire, notamment en controlant le niveau de cytokines pro-inflammatoires (253).

STAT3 a été démontré comme un facteur de transcription déterminant dans ’activation
de la phase aigué€ de I’inflammation synthétisée par le foie (254,255). En diminuant I’activité de
STAT3, 633 diminue la synthése de protéines clées dans la mise en place de la prématurité en

diminuant la CRP, IL-1p, IL-6 et TNFa en plus de diminuer I’expression génétique de plusieurs
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autres protéines pro-inflammatoires. L’une des activités particulierement intéressantes de
STAT3 en ce qui a trait a la prématurité est qu’il est essentiel a la différenciation des Th17 (256).
Comme mentionné, ces derniéres sont largement impliquées dans les maladies auto-immunes
chronique et inflammatoire et sécrétent de 1’IL-17, une cytokine participant a son tour a la
stimulation et a I’activation des neutrophiles et cytokines pro-inflammatoires (203). Une hausse
d’IL-6, et ainsi de STATS3, crée alors un débalancement d¢ja fragile vers les Th17 au détriment
des Treg. Ces derniéres données pourraient étre des raisons majeures pourquoi 633 et TOC
auraient effectivement réussi a diminuer les symptdmes inflammatoires et augmentés la durée
de gestation. Durant les expériences, I’une des préoccupations quant a I’inhibition de STAT3
¢tait di a son rdle nécessaire durant le développement feetal. Il a été¢ démontré que STAT3 était
essentiel lors de la différentiation épithéliale pulmonaire en plus de promouvoir la production
du surfactant chez la souris feetus (257). Par ailleurs, il serait aussi impliqué dans le
développement du systeme nerveux central et de I’ceil (258). L’un des avantages de 633 est qu’il
permet d’inhiber la voie de STAT3 provenant uniquement de I’IL-6R, et non pas de la totalité
des voies d’activation impliquant STAT3. En outre, dans cette étude, il a démontré que le
peptide ne se retrouvait pas dans le feetus, ou que trés peu significativement, un avantage

considérable puisque cela diminue les chances de contrevenir a son développement.

L’utilisation du peptide 633 préserve les voies de signalisation de MAPK et de AKT
(voir Annexe : Figure 9.3), voies cruciales dans la survie et la croissance cellulaire.
L’implication de ces voies a notamment ét¢ démontrée en comparant les deux traitements
antagonistes de IL-6R. L’une des utilités de la thérapie au TOC lors de cette é¢tude était d’avoir
un controle supplémentaire montrant ce que 1’inhibition compléte d’IL-6 pouvait engendrer dans
un contexte d’inflammation gestationnel. Tel que mentionné précédemment, Roberston et al.
ont démontré que chez des souris KO IL-6, le temps de gestation était prolongé de plusieurs
jours (126). Cela concrétise le role d’IL-6 dans 1’activation locale de génes responsables de
I’activité utérine, notamment des PG (126). De plus, des études ont démontré le role important
de la voie de MAPK dans la prévention de I’apoptose et dans la capacité tissulaire a se régénérer
et recouvrir d’une insulte inflammatoire (259,260). Parallélement, AKT a été démontré comme
responsable de la survie cellulaire, de la progression dans le cycle cellulaire et dans la réparation

de I’ADN, des processus tous treés important lors du développement feetal et afin de permettre
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une réponse adéquate aux dommages cellulaires (261). Au travers des expériences, le TOC avait
une moins grande efficacité que le peptide 633 autant au niveau des issues a la naissance que de
I’intégrité du tissu feetal. Ceci permet d’expliquer en partie la différence vue dans nos résultats,
ces résultats correlent avec la différence dans les mécanismes d’action des deux traitements.
L’inhibition des voies de AKT et de ERK de la voie d’IL-6 est ici mise de ’avant comme

essentiel lors du développement du feetus.

Quant a la biodistribution de 633 chez la meére et dans le feetus, les résultats ont permis
de montrer que le peptide diffusait jusqu’au placenta, mais qu’il ne traversait pas la barriére
placentaire pour se rendre jusqu’a la circulation et dans les tissus feetaux. L’inflammation
engendrée in utero serait diminuée directement au niveau du placenta, empéchant ainsi les
répercussions en aval sur le feetus. 633 est une petite molécule flexible qui perfuse bien dans les
tissus. Les structures pharmacologiques de 633, un peptide de 9 aa, et TOC, un anticorps d’une
masse moléculaire de prés de 150 000 g/mol, a probablement participé aux différences
significatives observées dans nos résultats. De plus, il serait intéressant de vérifier si une
concentration plus ¢levée de TOC permettrait de diminuer le taux de prématurité et de retrouver
une thérapie semblable a celle offerte par 633 durant cette étude. Néanmoins, la hausse de
concentration pourrait affecter la toxicité du TOC et celle-ci n’a jamais été vérifiée dans un

contexte de développement feetal.

Les poumons immatures des bébés prématurés sont particulierement sensibles aux
dommages inflammatoires dii au fait qu’une partie de leur développement se produit
immédiatement avant la naissance. En plus, ces insultes inflammatoires générées in utero sont
exacerbées a la naissance puisqu’un soutien périnatal sous la forme d’oxygénothérapie ou
encore a l’aide de ventilation mécanique est souvent nécessaire. En plus des médiateurs
inflammatoires déja présents dans la circulation fcetale, il a aussi été documenté que 1’aspiration
du liquide amniotique par le feetus agissait comme une translation inflammatoire
supplémentaire, exacerbant les dommages sur le parenchyme pulmonaire. De ce fait,
I’inflammation induite par IL-6 joue un role central dans le développement de la DBP, I’une des
principales affections causant la mortalité et la morbidité chez les enfants prématurés (262). Les

cytokines pro-inflammatoires telles qu’ll-6, IL-1 et TNFa créent un environnement hostile et
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dommageable lors de cette ultime phase de développement puisque 1’endothélium pulmonaire
est particulierement vulnérable a I’inflammation chronique. Dans cette ¢tude, I’administration
de LPS a causé une différence significative dans le développement du parenchyme pulmonaire,
notamment en diminuant la surface disponible permettant les échanges gazeux. En accord avec
nos résultats, il a été documenté que la présence d'IL-6 est corrélée a une diminution de la
fonction pulmonaire (altération de I'alvéolisation, réduction de la production de protéines
associées a la production de surface, diminution de la formation microvasculaire) chez les
humains prématurés et reproduite expérimentalement chez les animaux (263-265). Par
définition, le SDR est une maladie respiratoire engendrée par un manque de surfactant
pulmonaire, survenant principalement chez les enfants prématurés qui ne peuvent pas encore
produire des quantités suffisantes de surfactant. La chorioamnionite associée au FIRS augmente
le risque de SDR, et ces nourrissons réagissent moins bien au traitement que ceux chez qui on a
diagnostiqué une chorioamnionite sans FIRS (266). Dans une étude de Yoon et al., les
nourrissons ayant développé une DBP présentaient un taux médian d'IL-6 plus élevé au niveau

du cordon ombilical que ceux sans DBP (267).

La NEC, une condition ou une partie de 1’appareil digestif meurt constitue également
une pathologie associée a la prématurité. Elle touche 7 % des nouveau-nés prématurés; de ce
nombre, un tiers décédera des complications qui en découlent (268). Cette affection grave se
caractérise par des concentrations plasmatiques et des niveaux d'expression tissulaire élevés de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-6, I'lL-1f et le TNF-a (269,270). Wisgrill et al. ont
démontré que le niveau d'IL-6 plasmatique présente une corrélation directe avec la gravité de la
NEC et la nécessité d'une intervention chirurgicale ultérieure (271). De plus, il a d’ailleurs été
démontré que des taux élevés de IL-6 ont été trouvés dans le plasma et dans les selles des patients
atteints de NEC et auraient un lien direct avec la sévérité de cette condition. Nous avons
démontré que l’administration de LPS était dommageable pour I’intégrité intestinale et
I’administration de 633 avait un effet protecteur chez les foetus. Ces effets bénéfiques étaient
méme maintenus jusqu’a plusieurs jours apres la naissance des souriceaux. Afin de poursuivre
davantage les résultats de cette étude, il sera intéressant de mesurer la fonction immunitaire du
systeme digestif, notamment en analysant le compte et la grosseur des follicules lymphoides

retrouvés dans le colon. Ceci permettra de mieux expliquer comment les dommages
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inflammatoires peuvent diminuer la surveillance immunitaire du nouveau-né. Les taux de
lymphocytes B et T présents chez le bébé naissant n’atteignent pas les mémes niveaux que ceux
retrouvés chez adulte avant la 3 ou 4e semaines de vie. Qui plus est, I’enfant né prématuré a une
diminution de sa production d’acide gastrique. Ces derniers facteurs pris ensemble augmentent
la possibilité que les bactéries interagissent avec les entérocytes immatures. D’ailleurs, il a été
documenté qu’une augmentation de I’invasion bactérienne augmenterait les risques de

dommages causés par la NEC (268).

Finalement, le design spécifique de 633 en fait une thérapie de choix pour la modulation
inflammatoire durant la grossesse. Les peptides, et plus particuliérement les peptidomimétiques,
ont un avantage significatif lorsque comparé a une thérapie similaire utilisant des anticorps. Ces
derniers sont abondamment utilisés en clinique. Effectivement, les traitements utilisant les
anticorps dominent actuellement le marché mondial (272). Toutefois, il est important a savoir
qu’ils ameénent tout de méme leurs lots d’effets secondaires. De par leur structure biologique,
ils atteignent généralement moins bien leurs tissus cibles lorsque comparés aux peptides, ils sont
plus dispendieux et, bien importants, peuvent déclencher et accentuer une réponse immunitaire
pathophysiologique, méme lorsqu’humanisée (273). DG a leur grande spécificité, les
peptidomimétiques permettent d’obtenir sensiblement les mémes résultats et d’éviter les effets
collatéraux que les anticorps peuvent provoquer. En 2017, on pouvait compter 68 peptides
disponibles commercialement aux USA, en Europe et/ou au Japon et plus de 155 étaient en
phase de développement clinique (272). C’est une branche de développement pharmacologique
en pleine expansion, plagant les traitements tel que 633 comme ayant un futur potentiel clinique

trés avantageux.
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5 Conclusion

En sommes, 633 est une molécule ayant un fort potentiel thérapeutique dans un modele
murin d’inflammation durant la PTB. Nos expériences font suite a de nombreuses publications
au sein du laboratoire prouvant le raisonnement fondamental et clinique derri¢re la génération
de tel peptidomimétique (135,247,248,251,274-278). 1L-6 est une cible de choix pour le
traitement de I’inflammation engendré in utero. Non seulement cette cytokine peut induire une
inflammation suffisante pour diminuer le temps de gestation, mais peut aussi causer des
dommages importants au niveau de 1’intégrité du tissu feetal. Les avantages de la modulation
allostérique de I’[L-6R par 633 permettront d’offrir une thérapie innovante, relativement peu

coliteuse et sécuritaire pour la mére et le feetus.
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6 Directions futures

La caractérisation d’un nouveau composé thérapeutique ouvre de larges horizons
scientifiques autant au niveau fondamental que clinique. Avant d’étre commercialisée, une
gamme d’expériences devra étre mise en place afin de mieux comprendre le mécanisme d’action
de 633 et de s’assurer que son administration soit sécuritaire pour le meére de méme que pour le
feetus. En plus, mieux comprendre la pharmacodynamie de la molécule permettra une utilisation
dans une plus grande étendue de pathologie inflammatoire. Finalement, en comprenant le
mécanisme d’action du peptide, celui-ci intrinséquement li¢ a IL-6 et IL-6R, nous comprenons

davantage le profil moléculaire et cellulaire de cette cytokine.

6.1 Investiguer davantage le mécanisme d’action de 633 durant la
prématurité en utilisant un inhibiteur de STAT3

Afin de compléter le profil pharmacologique de 633 et du rdle d’IL-6 dans la prématurité,
une expérience utilisant différents types d’inhibiteurs de STAT3 seulement pourra étre utilisée
en utilisant le méme mod¢le que durant cette étude. Cela permettra de clarifier le réle de 633

dans la prématurité et de son fonctionnement dans I’inhibition inflammatoire durant la gestation.

6.2 Biodistribution détaillée de 633 et de TOC

Une nouvelle expérience sera nécessaire afin de valider avec certitude la localisation
possible de 633 et de TOC. Il sera nécessaire d’analyser via différentes coupes de placenta afin
de vérifier si leur distribution se situe plutot du coté maternel ou feetal. A cette future expérience
seront aussi ajoutés d’autres tissus gestationnels tels que les membranes foetales et 'utérus. En
plus de I’utilisation de I’immunofluorescence, il sera pertinent d’ajouter une analyse utilisant la
cytométrie en flux afin d’obtenir une analyse plus compléte. Finalement, un nouveau groupe
pourra €tre ajouté afin vérifier si I’administration de LPS peut modifier la biodistribution de 633
ou de TOC. Cela permettra d’investiguer 1’impact que I’inflammation peut avoir au niveau du

passage de diverses molécules thérapeutiques a travers la barri¢re placentaire.
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6.3 Caractérisation du profil inflammatoire dans les tissus foetaux
suite a I’administration de 633

Afin de mieux caractériser 633 durant la prématurité, il sera nécessaire d’obtenir des
informations sur son effet dans les tissus des souriceau aux différents temps de vie préalablement
¢tudier au niveau histologique durant ce travail (PT1, PT5, PT15, PT30). Pour ce faire, il sera
nécessaire de vérifier ’expression de genes pro et anti-inflammatoire (voir Tableau 2.2) dans
les différents tissus (poumons et intestins). En plus, un dosage protéique de IL- 13, IL-6 et TNFa

sera fait sur ces mémes tissus.

6.4 Vérifier la liaison de 633 au récepteur a la membrane et au
récepteur soluble.

Il a ét¢ démontré que la voie de signalisation trans d’IL-6 permet une activation
différente de celle activée lors de la liaison au mIL-6R. En effet, I’activation via sIL-6R active
majoritairement une voie pro-inflammatoire. Ainsi il sera pertinent de vérifier la sélectivité de
633 sur les différents types de récepteurs de 1I’IL-6. Pour ce faire, une expérience in vitro serait
faite en utilisant un type cellulaire ne contenant pas de récepteur membranaire. Du sIL-6R sera
ajouté avec du 633 afin de vérifier si le peptide peut effectivement contrer I’effet du récepteur

soluble.

6.5 Vérifier I’effet de 633 sur Dinfiltration leucocytaire dans les tissus
gestationnels et dans les tissus foetaux.

L’infiltration leucocytaire dans les tissus gestationnels et dans les organes fcetaux sera
analysée dans une étude in vivo chez la souris gestante. Toujours en respectant 1’échéancier
préalablement établi, les tissus gestationnels et les organes des souriceaux seront collectés et
analysés a I’aide d’immunohistochimie et en utilisant la cytométrie en flux. Les marqueurs
cellulaires pertinents seront sélectionnés afin d’analyser de mani¢re plus approfondie

I’infiltration et I’activation des macrophages, neutrophiles et lymphocytaires dans les tissus.
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6.6 Investiguer le role de STAT3 induit par IL-6 dans la
différenciation leucocytaire

Une question a été soulevée dans cette étude quant au réle de I’IL-6 dans la tolérance
mere-feetus via 1’activation de STATS3. 1l sera pertinent de vérifier si I’efficacité de 633 pourrait
étre en grande partie due au fait qu’il empéche la différenciation lymphocytaire vers les Th17
au détriment des Treg. Pour ce faire, des études plus détaillées seront faites de maniere in vivo
en utilisant 633 en plus d’un inhibiteur de STAT3 afin d’investiguer la différenciation
lymphocytaire. Les marqueurs cellulaires pertinents seront sélectionnés afin de procéder a
I’analyse du compte et de I’activation de différents types lymphocytaires en utilisant la
cytométrie en flux et a des analyses biochimiques (QPCR et ELISA afin de vérifier la synthése
et sécrétion de cytokines). De plus, afin d’obtenir un profil beaucoup plus complet et détaillé, il

sera possible d’ajouter une analyse de type RNA-seq sur les tissus gestationnels et maternels.
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9 Annexe

9.1 Figure supplémentaire

Figure 9.1 Echéancier du modéle de naissance prématurée

633, TOC ou véhicule (s.c)
Prélévement tissus Prélévements tissus
et évaluation néonatale
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Echéancier détaillé du protocole des différents traitements et prélévements chez la
souris gestante et sa progéniture. 633 (Img/kg par 12h), TOC (10mg/kg par 12h) ou
véhicule ont été administrés sous- cutané durant 2 jours consécutifs, soit aux 12 heures

jusqu’au GD18.5 et LPS (10mg/kg) a été administré intrapéritonéalement au GD16.5.

123



4000 -

3500

3000 -

CPM count
[+3]
b=

&
=

200

100 9

B
=

=]
a

Y of specific binding
on
=

9.2 Données préliminaires

Figure 9.2 633 se lie spécifiquement sur le récepteur de I’IL6 dans les cellules HEK-IL-6R
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Une réaction de Bolton-Hunter a été faite afin de vérifier la conjugaison de résidus

de type tyrosine a des amines primaires en suivant les instructions du fabricant (n. 27712,

Thermo Scientific, Rockford, Etats-Unis). En bref, le peptide a été dissous dans du tampon

modifi¢ (pH 9,0), puis 100 pl de réactif Bolton-Hunter a été ajouté et la solution a été

incubé durant 3 heures. Apres incubation, la solution a été dialysée en utilisant le kit de
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dialyse PlusOne Mini (GE Healthcare, Piscataway, Etats-Unis) avec du PBS. Ensuite, 25
ul de peptide, 80 ul de PBS et 25 ul de 1125 ont été ajoutés, puis laisser la solution a reposé
pendant 15 min. Suite a cela, la réaction a été arrétée et le mélange a été collecté dans des
colonnes de centrifugation C-18 (Thermo scientific, Rockford, USA) pour effectuer des
lavages et afin de collecter le peptide marqué a l'iode. Des mesures de radioactivité ont été
effectuées pour chaque lot de peptide radioactif en utilisant un compteur gamma (compteur

gamma automatique Packard Cobra-II).

Les cellules ont ét¢ laissées durant deux passages pour compléter la stabilisation du
récepteur sur les cellules HEK-blue IL-6. Avant I'expérience, les milieux ont été modifiés
pour permettre une quantité¢ maximale de 500 pl par puits. Ensuite, du HSJ633 froid (10-4
M) a été ajouté puis les solutions ont reposées afin d’atteindre 1'équilibre durant 15 minutes.
Ensuite, les cellules ont été traitées avec les HSJ633 marqués (633*) en une quantité
permettant d’ajouter 50 000 comptages de CPM par puits et nous avons laissé le mélange
reposer pour atteindre I’équilibre en incubant pendant 1,5 heure a température ambiante et
en mélangeant de facon constante. Apres I’incubation, le milieu a été retiré et 3 lavages
avec du PBS ont été effectués. Ensuite, les cellules ont été collectées en ajoutant une
solution de NaOH a 1% + Triton X a 1% et recueillies dans des tubes de verre. Tous les
¢chantillons ont été¢ mesurés a l'aide d'un compteur Gamma (compteur gamma automatique

Packard Cobra-II).
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