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Résumé

Le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) est une forme sévere de défaillance
respiratoire qui se caractérise par la présence de dommages alvéolaires, d’un cedéme pulmonaire
et d’'une réponse inflammatoire exacerbée. C’'est une condition pour laquelle il n’existe a ce jour
aucun traitement pharmacologique efficace. Lors des dernieres années, des antagonistes des
récepteurs de I'lL-1 (Kineret) et de I'IL-6 (tocilizumab) ont fait preuve d’une efficacité modérée
pour le traitement du SDRA causé par la COVID-19. Cependant, leur potentiel thérapeutique en
SDRA clinique non causé par la COVID reste a démontrer et les résultats obtenus dans les modeles
animaux sont mitigés. Nous avons émis I’hypothése que le tocilizumab et le Kineret pourraient
améliorer la résolution des différents paramétres du SDRA non causé par la COVID-19. Nous avons
aussi posé I’'hypothése que des peptides, antagonistes des récepteurs de I'lL-1 (rytvela) ou de I'lL-
6 (HSJ633) et permettant de préserver certaines voies aux propriétés cytoprotectrices en aval de
ces récepteurs, pourraient potentiellement étre plus efficaces que le Kineret et le tocilizumab
pour le traitement des parametres du SDRA. L'objectif de ma maitrise était donc de tester ces
deux hypotheses dans un modeéle murin d’atteinte pulmonaire aigué (ALl) induite par la

bléomycine, qui mime pendant sa phase aigué les principaux parameétres du SDRA.

Mes travaux montrent qu’aucun des quatre antagonistes n’a permis d’améliorer
significativement les parameétres observés a jour 7 post-bléomycine (état général, dommages
alvéolaires, cedéme et inflammation pulmonaire). Ainsi, mes données suggerent que dans notre
modele d’ALl induit par la bléomycine, la réponse inflammatoire induite via le IL-1R ou le IL-6R ne
semble pas constituer un des mécanismes principaux engendrant les différentes atteintes,
puisqu’elles ne sont pas prévenues par les antagonistes de ces récepteurs. En plus de contribuer
a mieux comprendre ce modele animal, mes résultats permettent de mettre en lumiere que la
réparation des dommages ainsi que la résorption secondaire de I'cedéme sont cruciales pour la

résolution du SDRA et que de viser seulement la voie inflammatoire est insuffisant.

Mots-clés : Syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA), inflammation, antagoniste de

récepteurs, tocilizumab, Kineret, rytvela, HSJ633, IL-1, IL-6, bléomycine






Abstract

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) is a form of severe lung failure characterized by the
presence of a pulmonary edema, an inflammatory response, and alveolar damage. There is
currently no effective pharmacological treatment for ARDS. In recent years, IL-1 and IL-6 receptor
antagonists Kinerert and tocilizumab, respectively, have shown some efficacy as a treatment of
ARDS caused by COVID-19. However, their therapeutic potential in non-COVID ARDS remains to
be proven and the results obtained in animal models are conflicting. We thus tested the
hypothesis that tocilizumab and Kineret could improve the resolution of key parameters of non-
COVID ARDS. We also hypothesized that two peptides, rytvela and HSJ633, IL-1 and IL-6 receptor
antagonists, respectively, which preserve some of the cytoprotective downstream pathways,
could potentially be more effective than Kineret and tocilizumab in treating the various
parameters of ARDS. The goal of my master thesis was therefore to test these two hypotheses in
a mouse model of acute lung injury (ALl) induced by bleomycin instillation, which, during its acute

phase, mimics the main parameters of ARDS.

My work has shown that none of the antagonists were able to significantly improve the
parameters observed on day 7 post-bleomycin (general condition of the mice, alveolar damages,
pulmonary edema and inflammation). Thus, my data suggest that in our bleomycin-induced ALI
model, the inflammatory response triggered via IL-1R or IL-6R does not appear to be the principal
mechanism generating the main damaging outcome, since they are not prevented by the
antagonists of these receptors. In addition to contributing to a better understanding of this animal
model of ALI, my research has highlighted the fact that targeting inflammation alone is insufficient
and that repairing alveolar damages, and secondary resorbing lung edema, are cornerstones for

the resolution of ARDS.

Keywords: acute respiratory distress syndrome, inflammation, receptor antagonist, tocilizumab,

Kineret, rytvela, HSJ633, IL-1, IL-6, bleomycin
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 : Systéme respiratoire et homéostasie

Plusieurs systemes d’organes sont nécessaires au maintien de I’homéostasie du corps humain,
dont le systéme respiratoire, qui permet I’élimination du dioxyde de carbone (CO;) et I'absorption

de I'oxygeéne (0;) lors du processus de respiration.

1.2 : Anatomie du systéme respiratoire

Le systéme respiratoire humain est composé des voies aériennes supérieures et inférieures. Lors
d’une inspiration, 'air entre par la partie supérieure des voies aériennes, par les narines ou par la
bouche, menant respectivement a la cavité nasale ou buccale, puis est acheminé au pharynx

(Figure 1.1). Les deux cavités permettent a I'air d’étre réchauffé, humidifié et purifié (1,2).

Capillaires sanguins

Sinus paranasaux ‘
Flontal Sphenmde

Tissu
connecl\f

Nez
Cavité nasale aNealalres
Comets nasaux ‘ Conduit
Vestibule nasal a!veﬂ\aue
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Pharynx R muqueuse |
Larynx \_/ Muqueuse ———
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Cartilage thyroide
Cartilage cricoide B
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Trachée
‘ Careéne trachéale F
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Artériole puimonaire | ajéole
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Lobs ma.yen 1 Lingula < =Ny 4,,
Lobe inférieur Lobe inférieur Lobe accessoire

Diaphragme

Supérieures
Inférieures

- Bronches lobaires -

Figure 1.1 : Anatomie générale du systéme respiratoire humain et murin.
A gauche, une schématisation du systéme respiratoire humain (3), présentant les voies aériennes
supérieures (nez, cavité buccale et pharynx) ainsi qu’inférieures (du larynx aux alvéoles). A droite, une
schématisation des lobes pulmonaires chez la souris (4) (créé sur Biorender.com).
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L'air est ensuite acheminé dans les voies aériennes inférieures en débutant par le larynx avant de
poursuivre son chemin dans la trachée, qui se divise subséquemment en deux bronches
principales qui permettent a I'air de pénétrer dans les poumons. Ces dernieres se ramifient
plusieurs fois en bronches de diamétre décroissant jusqu’a devenir des bronchioles, qui suivent

elles aussi un processus de ramification semblable (Figure 1.2) (1,5).

Chez I’humain, les bronchioles terminales sont la derniére composante de la zone de conduction
décrite précédemment alors que les bronchioles respiratoires marquent I'entrée de la zone
respiratoire. L'air passe ensuite par les conduits alvéolaires pour finalement pénétrer dans les
sacs alvéolaires et dans les alvéoles, ou se produit la majorité des échanges gazeux (Figure 1.2)

(1,5).

MOUSE HUMAN

Trache ~1.5 mm diameter ~12 mm diameter Larger
~.  lumen lumen intrapulmonary

]

Submucosal glands

Systemic circulation

Main bronchus

.. | Mouse vs human lung

Small airways and
\\terminal bronchioles

Respiratory bronchioles
+ alveolar duct

Bronchio-
_ alveolar duct

Figure 1.2 : Histologie et anatomie des voies aériennes humaines et murines

Comparaison de I’'anatomie et de I’histologie des voies aériennes humaines et murines, allant de la trachée
aux alvéoles. A gauche, des photos de coloration H&E représentant les structures histologiques retrouvées
dans les différentes parties des voies aériennes murines. Adjacente a ces photos, une schématisation des
voies aériennes murines représentant I'abondance de différents éléments tels que les muscles (en jaune),
le cartilage (en bleu pdle), les glandes submucosales et la circulation sanguine (en rouge). Au centre, un
schéma comparant la taille des poumons humains & celle des poumons murins. A droite, un schéma des
voies aériennes ainsi que des photos représentant les structures histologiques, chez I’lhumain (6).
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En plus de la taille, il existe quelques différences anatomiques et fonctionnelles entre les systémes
respiratoires murins et humains telles que présentées au Tableau 1.1. Les similitudes ainsi que les
différences entre ’lhumain et la souris sont décrites ici, ainsi que dans d’autres sections de ce
mémoire, puisque bien que ma recherche porte sur le syndrome de détresse respiratoire aigué

chez I’humain, j’ai utilisé un modéle murin pour mes travaux.

Tableau 1.1 : Exemples de différences anatomiques et fonctionnelles entre la souris et ’humain pour
différentes zones des VA

. Systéme respiratoire Systéme respiratoire
Zone Elément . . .
murin (souris) humain
Cavité nasale Respiration Nasale obligatoire Nasale ou orale
Voies aériennes Bronchioles respiratoires Absentes ou rares Présentes
Parenchyme pulmonaire Lobes pulmonaires 4 droits, 1 gauche 3 droits, 2 gauches

Informations tirées de (2,4)

1.3 : Histologie du systeme respiratoire

1.3.1: Histologie de I'épithélium des voies aériennes: de la trachée aux

bronchioles respiratoires
En fonction de la zone, la proportion des différentes cellules composant I'épithélium des voies
aériennes varie (Figure 1.2). Chez I’humain, I'épithélium pseudostratifié de la trachée et des
bronches est principalement composé de cellules ciliées, basales, non ciliées (tel que les cellules
Club, auparavant nommeées cellules de Clara) et muqueuses (telles que les cellules caliciformes,
aussi nommeées cellules a Goblet) alors qu’au niveau des bronchioles terminales et respiratoires,
I’épithélium et plutét simple cubique et composé de cellules non ciliées et ciliées (4). Etant donné
la petite taille des souris, la composition de I'épithélium de leur trachée ressemble a celle des
bronches et bronchioles humaines, alors que leurs bronches et bronchioles ressemblent aux

bronchioles terminales humaines (5).

1.3.2 : Histologie de I’épithélium alvéolaire

L’alvéole possede une histologie similaire chez la souris et chez I’'humain (4). Le septa, qui forme
la cloison entre les alvéoles, est généralement composé de trois couches (5). La premiére, qui est

en contact avec la lumiére alvéolaire, est I'épithélium (Figure 1.3). Cette couche est constituée
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des pneumocytes de type 1 (ATI), ayant une forme aplatie et couvrant la majorité de la surface
alvéolaire, ainsi que des pneumocytes de type Il (ATIl) qui sont plut6t cuboides et se caractérisent
par leurs microvillosités apicales ainsi que par la présence de corps lamellaires. Ces deux types
cellulaires reposent sur la membrane basale. De plus, I’épithélium est recouvert d’une fine couche
de surfactant, qui permet entre autres de réguler la tension de surface dans les alvéoles (5,7). La
deuxieme couche, celle de linterstitium, est d’épaisseur variable et est majoritairement

composée de tissus connectifs dans lesquels on retrouve différentes structures (fibres de

collagénes et fibres élastiques) ainsi que des fibroblastes (5).
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Figure 1.3 : Schématisation de I'histologie alvéolaire
A gauche, une schématisation de I’histologie d’un capillaire sanguin (en rouge) ainsi que d’une demi-alvéole
(en bleu; créé sur Biorender.com). A droite, une photo d’une coloration H&E (hématoxyline et éosine)
effectuée sur une coupe longitudinale de parenchyme pulmonaire murin avec des bronches/bronchioles
(fleche pleine), un capillaire sanguin (fleche pointillée), des sacs alvéolaires et des alvéoles (astérisques)
ainsi que des macrophages (téte de fleche). La bande noire représente 300 um (magnification 200x).

Finalement, les cellules endothéliales tapissent les capillaires sanguins, constituant

I’endothélium. A certains endroits, I'interstitium est absent et la membrane basale de I'épithélium
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ainsi que de I'’endothélium sont fusionnées, ce qui permet d’obtenir un septa trés mince propice

a la diffusion des gaz entre la lumiére alvéolaire et les capillaires sanguins (4).

En condition d’homéostasie, on retrouve aussi dans les alvéoles certaines cellules immunitaires
telles que des macrophages (dans la lumiere alvéolaire, dans l'interstitium et bien slr dans les

capillaires sanguins sous forme de monocytes) ou des cellules dendritiques (4).

1.4 : Physiologie alvéolaire

1.4.1 : Epithélium alvéolaire
Le rble principal de I'épithélium alvéolaire est de permettre I'absorption de I'oxygéne et
I’excrétion du CO; (a travers les ATI), ce qui est rendu possible entre autres par son importante

superficie et par la minceur de la barriere alvéolo-capillaire (8).

Les ATI et les ATII ont aussi plusieurs caractéristiques et fonctions communes (Tableau 1.2). Les
deux types cellulaires possedent des jonctions serrées, liant les cellules entre elles et rendant
I’épithélium alvéolaire semi-perméable a I'eau et aux ions (9—11). Ces jonctions, combinées au
phénomeéne de clairance liquidienne, permettent de garder I'alvéole presque exempte de liquide,

ce qui est nécessaire pour des échanges gazeux efficaces (7,8,12,13).

La clairance liquidienne alvéolaire, soit le mouvement de réabsorption d’eau par voie
paracellulaire ou transcellulaire via les aquaporines exprimées a la surface des cellules
épithéliales alvéolaires, se fait grace a un gradient osmotique, lui-méme secondaire a un gradient
électrochimique crée par un transport ionique transépithélial via les cellules ATl et ATII (11,14,15).
Ce dernier est initié par la pompe Na*/K* ATPase, qui permet la sortie de 3 ions Na+ (contre 2 ions
K*) du coté basolatéral des cellules ATl et ATII (14,15). Ce transport actif permet le passage d’ions
Na+ au péle apical via le canal ENaC. Ce mécanisme de transport transépithélial (réabsorption) de
Na* est primordial pour le fonctionnement des poumons (11,14,15). En effet, il a été montré que
des souris dont la sous-unité pore du canal ENaC (aENaC) a été invalidée (KO) présentaient un
phénotype |étal de détresse respiratoire dans les 40 heures maximums suivant leur naissance,
puisqu’elles étaient incapables de résorber le liquide pulmonaire feetal. Un syndrome de détresse

respiratoire néonatale peut aussi étre observé chez les nourrissons prématurés, en partie a cause
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de la faible expression de ENaC a ce stade de développement (16). Outre ENaC, d’autres canaux
ioniques participent également a ce phénomeéne de transport ionique et liquidien. En effet,
suivant le passage des ions sodiques au pole apical, le canal CFTR permet le passage d’ions
chlorures en parallele, afin de maintenir I’électroneutralité membranaire (14,15). D’autre part,
les canaux K* basolatéraux jouent un role crucial afin de maintenir le potentiel de membrane
nécessaire au gradient électrochimique. Ces canaux K*, dont il existe plusieurs classes qui
contiennent chacune plusieurs membres (plus de 30 types de canaux K* ont été détectés dans les
cellules respiratoires), jouent ainsi un réle crucial dans la clairance liquidienne (17). Il a aussi été
montré qu’ils occupent plusieurs autres fonctions, notamment dans I'immunité ainsi que dans les
processus de réparation épithéliale. Ainsi, leur modulation pharmacologique pourrait étre une
approche prometteuse pour la résolution de pathologies comme le SDRA (17-19).

Tableau 1.2 : Fonctions de I'épithélium alvéolaire propres aux ATI et aux ATII

Fonction Réle des ATI Role des ATII
Echanges gazeux
Etanchéité (jonctions serrées)
Drainage du liquide
Immunité
Production de surfactant

ENENENEN

ENENENENAS

Réparation épithéliale

Informations tirées de (7,8,12,13,20,21)

La grande surface de contact direct entre I’épithélium alvéolaire et I'air inhalé implique qu’il doive
constituer une barriére physique résistante contre les agressions environnementales (8). De plus,
les ATI et les ATII sont impliqués directement dans la défense immunitaire entre autres via la
reconnaissance des pathogénes par les récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires
(PRR, Patern Recognition Receptor) et par la production de cytokines pro-inflammatoires ou de

peptides antimicrobiens (8,21,22).

Suite a ces agressions, une des fonctions primordiales spécifique des ATIlI est d’initier des
processus de réparation afin de restaurer I'intégrité de I'épithélium alvéolaire (tel que détaillés a
la section 1.5) (7). Les ATll sont également responsables de la production du surfactant. Ce dernier

est composé principalement de phospholipides, mais contient aussi des protéines associées
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(protéines du surfactant ; SP-) qui contribuent a diminuer la tension de surface alvéolaire (SP-B,

SP-C) en plus d’avoir des propriétés antimicrobiennes (SP-A, SP-D) (7,8,23).

1.4.2 : Interstitium

L'interstitium sert de fondation au parenchyme pulmonaire ; c’est grace a lui que l'architecture
alvéolaire est possible. Les fibres le constituant, telles que les fibres de collagene et les fibres
élastiques, jouent un role crucial pour la compliance pulmonaire (5,24). L'interstitium sert de
support physique aux cellules épithéliales et endothéliales en plus de contenir d’autres cellules
importantes pour I’homéostasie pulmonaire, notamment les fibroblastes et les macrophages

interstitiels (25).

Les fibroblastes sont les cellules les plus abondantes de I'interstitium et peuvent se différencier
en différents sous-types ayant différents roles. De maniére générale, avant la naissance et
pendant les premieres semaines de vie humaine, ils sont responsables de créer la structure du
parenchyme pulmonaire par la formation des septas alvéolaires et en fournissant une matrice
extracellulaire sur laquelle les autres types cellulaires (ATI, ATIl) peuvent s’ancrer (26). lls envoient
aussi des signaux aux cellules avoisinantes afin de favoriser leurs différentiations et leur
prolifération. En période postnatale, les fibroblastes ont plutét comme roles principaux de
renouveler les composantes de la matrice extracellulaire en condition d’homéostasie et de

réparer les dommages suite a une insulte (26,27).

1.4.3 : Endothélium

La barriere semi-perméable qu’est I'endothélium pulmonaire permet de transporter le sang, de
I’oxygéner et d’en faire sortir le CO,. L’endothélium est aussi responsable de nombreuses autres

fonctions ; les principales sont énumérées au Tableau 1.3.
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Tableau 1.3 : Fonctions principales de 'endothélium pulmonaire

Barriere semi-perméable
Production et sécrétion de produits vasoactifs

Anticoagulation et pro-hémofluidité

En condition
d'homeostasie

Production et sécrétion de produits vasoactifs

Expression de molécules d'adhésion

2]

-

z Production de cytokines

S Meodification de l'integrite et de la tonicite vasculaire

c

o v

© 'é' Pro-coagulant

w »

Augmentation de |'expression des molécules HLA (antigénes leucocytaires humains)

Référence (28)

1.4.4 : Macrophages pulmonaires et monocytes

Dans la lumiéere alvéolaire se retrouvent des macrophages. Certains d’entre eux sont résidents et
ont la capacité de s’autorenouveler alors que d’autres sont dérivés des monocytes circulants et
sont recrutés lors de conditions inflammatoires (29,30). De maniére générale, en condition
d’homéostasie, les macrophages alvéolaires résidents jouent un role anti-inflammatoire par
divers mécanismes (30,31). Premiérement, les macrophages « nettoient » la lumiére alvéolaire
en phagocytant les microbes, déchets, poussieres, cellules en apoptose et méme le surfactant. Ce
nettoyage permet d’éviter |'activation d’une réponse immunitaire inutile (30,31). De plus, les
macrophages alvéolaires communiquent avec les cellules pulmonaires telles que les ATl et les ATII
par divers moyens (sécrétion de cytokines, molécules membranaires de surface, etc.), ce qui
contribue a maintenir I’homéostasie alvéolaire (30,31). Les macrophages alvéolaires sont aussi
responsables de distinguer ce qui est un danger réel de ce qui est bénin. Si ces derniers détectent
une menace potentielle et qu’ils ne sont pas capables de I'éliminer seuls, ils initient une réponse
immunitaire de plus grande envergure entre autres par la production de cytokines pro-
inflammatoires (30,31). Lors d’'une réponse immunitaire ou en condition pathologique, les
monocytes recrutés dans les alvéoles par des chimiokines telles que MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein-1 ou protéine de chimiotactisme des monocytes-1) se différencient en

macrophages et peuvent contribuer a la réponse immunitaire, mais aussi a la mise en place de

34



fibrose pulmonaire (29,32). Finalement, les macrophages alvéolaires contribuent a la résorption

de la réponse inflammatoire suite a un stimulus (29,33).

Des macrophages distincts (les macrophages interstitiels) se retrouvent aussi dans l'interstitium
alvéolaire. Leurs réles ne sont pas trés bien définis a ce jour, mais la littérature suggere qu’ils
auraient la capacité de présenter des antigénes, d’effectuer la phagocytose et de produire des
cytokines anti-inflammatoires (dont I'interleukine-10 [IL-10]) et pro-inflammatoires (IL-1, IL-6,
TNF-a [Tumor Necrosis Factor-a ou Facteur de Nécrose Tumorale-a]) (29,34,35). Dépendamment
du contexte et des types de macrophages interstitiels, ces derniers auraient aussi des propriétés

pro- ou anti-fibrotiques (29).

1.4.5 : Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques ont un réle important dans I'immunité qui est expliqué plus en détail

dans la section 1.6.

1.5 : Réparation épithéliale

Etant donné son importante superficie en contact direct avec I'environnement, I'épithélium
alvéolaire est fortement a risque de subir des agressions et des dommages. Ces derniers peuvent
étre provoqués par différents facteurs directs, ou indirects. Parmi ces deux catégories, |'atteinte
peut étre de type mécanique (ex : trauma pulmonaire ou induction de dommages causés par la
ventilation mécanique), chimique (ex : aspiration de liquide gastrique, toxicité pulmonaire induite
par certains médicaments comme la bléomycine, par hyperoxie ou méme par l'inhalation de
fumée), microbien (causé par des champignons, parasites, virus et bactéries), physiologique (ex :
via I'inflammation ou les lésions d’ischémie-reperfusion suite a une transplantation) ou autres
(ex : particules exogenes) (36). Les éléments observables d’un épithélium endommagé dans le

contexte du syndrome de détresse respiratoire aigué sont décrits a la section 1.9.

Suite a une agression, les cellules pulmonaires enclenchent non seulement une réponse
inflammatoire (et immunitaire si un pathogéne est présent ; détaillées a la section 1.6), mais
également des processus de réparation épithéliale. Ces mécanismes ont pour but de restaurer

I’'homéostasie alvéolaire et sont cruciaux puisque les différentes fonctions de son épithélium
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(dont celle de barriére physique contre les pathogénes, de transport gazeux, de clairance
liquidienne, de production de surfactant, etc.) sont inhérentes a son intégrité structurelle et

fonctionnelle (36).

La réparation épithéliale débute par une premiére phase d’étalement et de migration cellulaire
des ATIl, ayant des propriétés progénitrices. Lors de ce processus, la réorganisation du
cytosquelette des ATIlI permet la création d’'un p6le migratoire. Ainsi, I'avant des cellules forme
des protrusions s’attachant a la matrice extracellulaire (MEC), lui permettant d’avancer entre
autres grace aux interactions entre les intégrines et I'actine du cytosquelette. Le pOle arriere des
cellules se détache de la MEC a 'aide des métalloprotéinases de matrice (MMPS). Les cellules ATII
dédifférenciées ont également la capacité de proliférer puis de se redifférencier en ATl ou en ATII,
afin de régénérer un épithélium integre, différencié et fonctionnel. Plusieurs facteurs de
croissance (FC ou GF en anglais) favorisent la réparation a diverses étapes du processus, tels que

le FC kératinocytes (KGF), le FC des hépatocytes (HGF) ou encore le FC épidermal (EGF) (36—38).

Il arrive que les mécanismes de réparation soient déréglés, que des stimuli inflammatoires
persistent ou que l'insulte initiale ne soit pas completement éliminée. Cela peut entrainer
I'activation des fibroblastes et leur prolifération ainsi que la transition des ATIl en cellules
mésenchymateuses. Il est alors question d’une réparation pathologique de ['épithélium
alvéolaire, accompagnée de fibrose interstitielle et d’'une perte de compliance pulmonaire

(36,39,40).

1.6 : Réponse immunitaire et inflammatoire alvéolaire

Parfois, des pathogénes parviennent a échapper aux mécanismes de défense pulmonaires de
premiere ligne (clairance mucociliaire, propriétés antimicrobiennes du surfactant [collectines] et
des défensines, phagocytose par les macrophages alvéolaires, etc.), entrainant le déclenchement

d’une réponse inflammatoire et I'activation du systéme immunitaire.

La réponse inflammatoire se produit généralement a la suite de la détection de dommage ou d’un
corps étranger (vivant ou inerte). Elle se caractérise par la production de cytokines et de

chimiokines, une vasodilatation, une augmentation de la perméabilité capillaire au site atteint et
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une infiltration de cellules immunitaires (notamment des neutrophiles et des macrophages). Elle
peut engendrer certaines manifestations telles qu’une rougeur, une hausse de la température
(ou méme de la fiévre), un cedeme, de la douleur et une perte de fonction des tissus ou de
I'organe affecté. Le but de la réponse inflammatoire est de réagir a un danger percu afin de

I’éliminer, de favoriser la réparation des tissus au besoin et d’enlever les débris (41,42).

La réponse immunitaire, quant a elle, a pour but d’éliminer un pathogéene par divers mécanismes
généraux ou spécifiques, qui seront expliqués plus en détail dans les prochaines sections. Or,
I'immunité et I'inflammation sont deux processus aux buts distincts, mais qui sont interreliés et
qui possédent plusieurs mécanismes communs (comme la production de cytokines, la

vasodilatation, etc.) (41).

Moldoveanu et al. décrivent la réponse inflammatoire pulmonaire comme se découlant en quatre
phases : l'initiation, I'activation, la phagocytose et la résolution (42). Les prochains paragraphes
décriront celles-ci dans une optique générale d’atteinte pulmonaire par un pathogéne ayant un
mécanisme d’infection intracellulaire (ex. : virus, bactéries intracellulaires...) ou extracellulaire

(bactéries extracellulaires, parasites...).

1.6.1: 1" phase : initiation

La premiére phase est celle d’initiation. Pendant cette derniere, les pathogénes présentent a leur
surface ou émettent, de maniere intra ou extracellulaire, certains « motifs moléculaires associés
aux pathogenes » (PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns), que les macrophages, les
cellules alvéolaires et les cellules dendritiques peuvent reconnaitre via leurs PRR (tels quel les
récepteurs de type Toll, TLR pour toll like receptor) (41,42). Il est intéressant de savoir que les
TLRs ont la capacité de reconnaitre des structures différentes en fonction des espéeces (entre la
souris et I’lhumain, par exemple) (43). Les cellules dendritiques, étant des cellules présentatrices
d’antigene (CPA), digerent et présentent ensuite a leur surface des petites séquences peptidiques
provenant du pathogéne. Ces CPA migrent ensuite vers les nceuds lymphatiques afin de stimuler
les lymphocytes T et de leur présenter I'antigene (41,42). Ailleurs dans le corps, les macrophages

jouent aussi le role de CPA (41), mais bien qu’il ait été démontré que les macrophages alvéolaires
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puissent eux aussi migrer aux nceuds lymphatiques, leur fonction en tant que CPA dans

I'immunité pulmonaire reste peu définie (44,45).

1.6.2 : 2° et 3° phases : activation et phagocytose

Dans les cellules ayant détecté un PAMP, I'activation de certains facteurs de transcription, tels
que NF-kB (Nuclear Factor Kappa B), se produit. Cela initie la seconde phase de I'inflammation
pulmonaire, soit celle de I'activation (42). Cette derniére se produit en deux temps, avec une
premiere étape incluant les cellules alvéolaires locales ainsi que le systéeme immunitaire inné et
une deuxieme étape incluant le systeme immunitaire adaptatif (Figure 1.4). L'immunité humorale
(c’est-a-dire qui se produit dans les liquides, tel que dans le plasma sanguin, et non avec les

cellules directement) est aussi impliquée dans les deux phases.

Dans un premier temps, suite a I'activation des facteurs de transcription, les cellules locales
(structurales et immunitaires) sécrétent de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, telles que
le TNF-a, I'IL-1B, I'IL-6, MCP-1 et I'lL-8 [chez 'homme ou KC/CXCL1 chez la souris] (8,21,42,43,46).
Il se produit aussi une augmentation de la perméabilité au niveau de la barriére alvéolo-capillaire
ainsi qu’une augmentation de I'expression des molécules d’adhésion par I'endothélium alvéolaire

(46).

Ces éléments favorisent le recrutement et I'activation des cellules du systéme immunitaire inné,
dont entre autres des neutrophiles. Ces derniers combattent de maniere non spécifique le
pathogene par plusieurs moyens, dont la phagocytose, la formation de NET (Piege Extracellulaire
des Neutrophiles), le relachement de radicaux libres d’oxygéne (ROS, Reactive Oxygen Species)
et par le contenu de leurs granules (incluant des produits antimicrobiens et des enzymes de
dégradation). De plus, les neutrophiles entrant en contact avec le pathogéne le reconnaissent eux

aussi et, en réponse, sécrétent des cytokines, amplifiant la réponse immunitaire (42,46).
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Figure 1.4 : Cellules impliquées dans 'immunité innée ainsi que dans I'immunité adaptative
A gauche, les cellules impliquées dans I'immunité innée. Au milieu, les cellules dendritiques qui permettent
de faire le pont entre les deux types d’immunité en présentant les antigénes aux lymphocytes B et T (faisant
partie de I'immunité adaptative, a droite). La réponse rapide est effectuée par le systéme immunitaire inné
tandis que I'immunité adaptative demande un certain temps de réponse (créé sur Biorender.com).

Des monocytes circulants sont aussi recrutés dans les alvéoles et se différencient en macrophages
ayant un phénotype et des fonctions variables dépendamment du stimulus percu. En plus de
phagocyter les pathogenes, ils peuvent les attaquer a I'aide de ROS et d’espéces réactives d’azote
(un mécanisme qui est plus important chez la souris que chez ’homme). En reconnaissant la
présence des PAMPs, ils contribuent comme les neutrophiles a I'amplification de la réponse

inflammatoire (42,43,46).

Les mécanismes d’attaque des neutrophiles et des macrophages permettent de combattre le
pathogéne, mais ont comme désavantage d’étre potentiellement dommageables pour les cellules
alvéolaires (42,46,47). D’autres cellules du systeme immunitaire inné, telles que les cellules
tueuses naturelles (NK), les basophiles et les mastocytes peuvent aussi étre recrutées au site

d’inflammation en fonction du type d’agent infectieux (42).

En plus de I'immunité innée cellulaire, lors de I'inflammation, le corps déclenche une réponse
systémique pouvant impliquer de la fievre, des symptomes cardiovasculaires et la production de

protéines de phase aigué (PPA). Quelques exemples des presque 200 PPA sont la protéine C-
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réactive, la protéine sérique amyloide P, le fibrinogéne ou encore la ferritine. Les PPA sont en
grande partie produites par le foie (quoiqu’elles puissent aussi étre produites par d’autres types
cellulaires) et jouent plusieurs réles, incluant dans: I'opsonisation, la reconnaissance des
microbes par le systéme immunitaire, la réparation tissulaire, ’'homéostasie du fer et la cascade

de coagulation (48).

Un autre acteur du systéeme immunitaire inné humoral est le systeme du complément. Il se
compose de plusieurs protéines sériques pouvant étre activées par les anticorps (immunité
adaptative), mais aussi par la voie des lectines ou par la voie alterne ou certains PAMPs peuvent
étre directement reconnus avec ou sans I'aide de certaines PPA (immunité innée). L’activation du
systeme du complément entraine une cascade de signalisation complexe dans laquelle deux
protéines, C3 (complement component 3) et C5 (complement component 5) convertase, ont des
roles centraux. D’ailleurs, ces derniéres protéines sont souvent considérées comme des protéines
de phase aigué. Les effets immunitaires du systéme du complément activé sont entre autres
I'opsonisation des pathogenes (avec ou sans la contribution des anticorps), la formation du
complexe d’attaque membranaire (qui crée des trous sur les cellules, permettant leur lyse) et le
relachement de signaux pro-inflammatoires (tel qu’une activité de chimioattraction des
neutrophiles par la protéine C5). Bien que les PPA et le systéme du complément puissent agir de
concert avec certains éléments de I'immunité adaptative (notamment les anticorps), ce sont bel

et bien des éléments de 'immunité innée « humorale » (41,48-50).

Dans un 2¢ temps, le systeme immunitaire adaptatif se met en action. Suite a la présentation des
antigenes pathogénique aux lymphocytes T par les cellules dendritiques, ces lymphocytes se
différencient, proliferent et migrent au site de la zone infectée (41,42). Tout comme les
macrophages, il existe différents sous-types de lymphocytes ayant différentes fonctions, qui sont
plus ou moins activés en fonction du stimulus percu. Les lymphocytes T CD4+, aussi appelés
lymphocytes T auxiliaires (helper T cell, Th), se subdivisent en plusieurs classes dont celle des
lymphocytes Thl, qui jouent plutét un réle dans I'immunité cellulaire (cancer, virus, bactéries
intracellulaires...), et celle des Th2, des lymphocytes qui sont surtout importants pour I'immunité
extracellulaire et humorale (bactéries extracellulaires, parasites...) (41,42). Les lymphocytes

T CD8+, quant a eux, sont nommés les lymphocytes cytotoxiques. lls combattent de maniére
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spécifique les pathogénes, en causant la lyse des cellules infectées par le relachement ciblé de
leurs granules cytotoxiques contenant des perforines et des granzymes ainsi que par l'induction
de I'apoptose cellulaire par un mécanisme TNF dépendant (41,42). En contraste, les lymphocytes
T régulateurs (Treg) ont plutét un role anti-inflammatoire. Ces différents types de lymphocytes T
produisent divers types de cytokines dans le but de promouvoir une réponse immunitaire

appropriée (41,42).

A I'aide des Th, les lymphocytes B sont aussi activés et proliférent afin de produire des anticorps
(42). Ces derniers se lient aux antigenes présents sur la membrane des pathogénes, ce qui
contribue a l'immunité par plusieurs mécanismes. Premierement, la liaison aux antigenes
neutralise directement les agents infectieux, par exemple en inhibant leur capacité a pénétrer
dans les cellules ou en causant une agglomération des pathogenes, bloquant leurs mouvements.
De plus, les anticorps permettent I'opsonisation des pathogénes, c’est-a-dire qu’ils encouragent
la phagocytose de ces derniers par les macrophages. Les cellules NK peuvent aussi reconnaitre la
portion Fc des anticorps liés, ce qui entraine une cytotoxicité pour la cellule ciblée. Finalement, la

section Fc des anticorps peut enclencher, par la voie classique, le systeme du complément (41,51).

A l'aide des forces combinées des divers mécanismes moléculaires et des acteurs cellulaires
décrits jusqu’a présent, les pathogenes sont neutralisés pour étre finalement phagocytés de facon
optimale par les macrophages alvéolaires résidents et par ceux dérivés des monocytes, ce qui

constitue la 3¢ phase (42).

1.6.3 : 4° phase : résolution

Afin que la 4¢ phase de l'inflammation, celle de la résolution, puisse étre initiée, la 3¢ phase doit
avoir été terminée avec succes. Alors que certains lymphocytes B et T se différencient en
lymphocyte B et T mémoire, capables d’étre activés rapidement dans le cas ol le microbe serait
rencontré a nouveau, les autres cellules inflammatoires transitent en un état apoptotique vu le
mangue de stimulation et doivent étre éliminées par les macrophages. De plus, la production de
stimuli pro-inflammatoires doit étre stoppée et remplacée par la production de médiateurs anti-
inflammatoires, tels que I'lL-10 et le TGF-B (Transforming Growth Factor-B ou Facteur de

Croissance Transformant béta). Parfois, un stimulus inflammatoire persiste, ce qui entraine un
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état d’inflammation chronique. Ce stimulus peut par exemple provenir d’'une neutralisation
incomplete du pathogene ou de dommages tissulaires résiduels (41,42,46). La persistance d’un
tel stimulus peut avoir des conséquences graves, telles que la mise en place de fibrose pulmonaire

irréversible dans le cas du SDRA, pouvant mener a une défaillance respiratoire fatale (36).

1.6.4 : Inflammation stérile et DAMPs

Les dommages tissulaires peuvent non seulement causer la persistance d’une réaction
inflammatoire, mais également contribuer a son déclenchement (52). Par exemple, dans le cas
des dommages pulmonaires causés par ventilation mécanique (VILI, ventilator induced lung
injury), les cellules affectées exposent et/ou libérent des motifs moléculaires associés aux
dommages (DAMPs, damage-associated molecular pattern), qui activent les PRR et contribuent a
la réponse inflammatoire (41,53). Suite a une infection résolue, des cellules endommagées
résiduelles et émettant des DAMPs peuvent contribuer a I'inflammation chronique en activant
les voies pro-inflammatoires (41,42). Les cellules affectées par un stress peuvent aussi contribuer
a l'inflammation stérile par des mécanismes indépendants des PRRs, par exemple en relachant
des cytokines et/ou des alarmines (un type de DAMP) et par l'activation de RAGE (receptor for

advanced glycation end-products) (54).

1.7 :1L-1

1.7.1: Caractéristiques et roles de I'lL-1

Il existe deux sortes d’IL-1: I'lLl-1a et I'lL-1B. Bien que ces deux molécules se lient au méme
récepteur, aient un poids moléculaire semblable et induisent des réponses cellulaires similaires,
les acides aminés les composants sont assez différents (ils ne possédent que 24 % d’homologie)
et leurs fonctions biologiques different. Ces deux molécules possedent une forme précurseur de

31 kDa (pro-IL-1a et pro-IL-1B) et une forme mature de 17 kDa (mIL-1a et mIL-1pB) (55).

La pro-IL.-1a est exprimé en condition d’homéostasie et possede une activité qui peut étre
effectuée de maniere paracrine, lorsqu’il est membranaire, ou autocrine lorsqu’il est

intracellulaire (comme facteur de transcription). Les deux formes d’IL-1a sont exprimées
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constitutivement, mais se retrouvent assez rarement dans le sang, sauf lorsqu’elles sont

relachées par des cellules nécrotiques et jouent un réle d’alarmine (55-59).

Contrairement a la pro-IL-1a, la pro-IL-1B est inactive et c’est seulement sa forme mature,
sécrétée suite a un stimulus inflammatoire, qui est active. Il n’y a pas de forme membranaire de
du mIL-1f (55,57). Le mIL-1B posseéde plusieurs fonctions non inflammatoires, tels que dans le
métabolisme osseux et dans I’hématopoiése (57). Le mlIL-1B joue plusieurs roles dans
I'inflammation, dont I'induction de fieévre, d’hypotension, de neutrophilie, de thrombocytose et
de PPA. Son niveau semble corrélé a la sévérité de certaines conditions dont le SDRA, qu’elle peut
méme induire lorsqu’injectée dans certains modeles in vivo. Le réle de I'IL-1B dans la physiologie
du SDRA est détaillé a la section 1.9.5 (60-65). Cette cytokine favorise aussi I'augmentation de
I’expression des molécules d’adhésion, le relachement de médiateurs inflammatoires (NO [oxyde
nitrique], prostaglandine E2), la sécrétion de collagénase, la prolifération et la différenciation de

certains lymphocytes ainsi que la sécrétion de cytokines par ces derniers (55).

1.7.2 : Production, activation et régulation de I'IL-1$

La sécrétion d’IL-1B mature se produit suite a deux signaux entrainant d’une part la production
de pro-IL-1B et d’autre part son activation (Figure 1.5). La stimulation de PRRs, par des DAMPs ou
par des PAMPs, entraine |'activation de facteurs de transcriptions tels que NF-kB (signal 1),
conduisant a la transcription et a la traduction de pro-IL-1B. Certaines cytokines, telles que le TNF-
o ou encore I'IL-1B et I'lL-1a elles-mémes, peuvent aussi induire I'expression d’IL-1a et d’IL-1B

(58,66).

Le signal 1 entraine aussi 'augmentation de la transcription de la protéine NLRP3 (NOD-like
receptor family pyrin domain containing 3). Le signal 2, quant a lui, entraine I'activation de NLRP3,
conduisant a la formation de linflammasome NLRP3. Cette étape est nécessaire afin de
permettre le clivage de la pro-IL-1p par la caspase-1, créant ainsi la forme active et mature de I'lL-
1B (Figure 1.5). Le signal 2 peut étre initié suite a plusieurs stimuli (tels que la détection d’ARN
viral ou d’adénosine triphosphate extracellulaire). Puisque ces derniers sont tres variables,
I’hypothése courante est que le signal 2 serait constitué de changements dans le milieu

cytoplasmique (tels qu’un afflux de K* ou la production de RQOS). (58). Certaines cellules, dont
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entre autres les neutrophiles, ont la capacité d’activer I'IL-13 de maniére caspase-1indépendante

(67).

Bien que les principales cellules a exprimer I'IL-1B soient les monocytes et les macrophages,
d’autres types de cellules immunitaires (neutrophiles, lymphocytes...) ou structurales

(épithéliales, endothéliales, fibroblastes...) peuvent aussi exprimer cette cytokine (55,56).

DAMPs et —— o IL-1
PAMPs @
o
o
® IL-1R1 et
TR Ll Stimulus_ @ g
divers OO @ —* Signal 2
Signal 1 > l
Pro-caspase-1 O NLRP3
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Y‘F.x_;/' " 4 > G C
:{; NF-kB complex 3-' Caspase-1 L PrO‘”_ 1B
T

.| Transcription de pro-IL-1B et de NLRP3

Figure 1.5 : Schématisation simplifiée de I'activation de la pro-IL-18
Le signal 1 est déclenché par certaines cytokines telles que I'IL-1 (8 ou o) ou par la détection de DAMPs ou
de PAMPs (par des PRR tels que les TLR). Le signal 1 entraine I’activation du complexe NF-kB, permettant
une régulation a la hausse de la transcription de la pro-IL-18 et des composantes de I'inflammasome. Le
signal 2 permet I'activation de I'inflammasome et par conséquent de la caspase-1, entrainant le clivage de
la pro-IL-18 en sa forme mature (créé sur Biorender.com) (58,68).

1.7.3 : Récepteurs et voies de signalisation

Le complexe de signalisation de I'lL-1 est formé du récepteur de type 1 de I'lL-1 (IL-1R1,
précédemment nommée IL-1RI) ainsi que de sa protéine accessoire permettant la signalisation

(IL-1RacP, IL-1R accessory protein, maintenant nommé IL-1R3). L'IL-1R1 est exprimé de maniere
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ubiquitaire et se lie de maniere spécifique a I'lL-1a et a I'lL-1f (ainsi qu’a son antagoniste, I'lL-1Ra
endogene). Le IL-1R3 est aussi ubiquitaire, mais peut étre utilisé par d’autres complexes formés
par les membres de la famille des récepteurs et cytokines de I'lL-1, ayant des effets semblables

entre eux (55,56,69).

La liaison de I'lL-1 a I'IL-1R1 perme la formation du complexe avec le IL-1R3, ce qui induit le
recrutement de protéines de signalisation en aval (MYD88 [Myeloid Differentiation Primary
Response 88] et IRAK4 [Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 4]). La cascade de signalisation
s’en suivant méne a 'activation de trois voies majeures : NF-kB, AP-1 (Activator Protein 1) et p38

MAPK (p38 Mitogen-Activated Protein Kinase).

Dans les prochaines lignes sont décrits les effets plus spécifiques de chacune de ces voies, mais il
est important de noter que celles-ci ne sont pas spécifiques a cette cytokine et a son récepteur,
d’autres acteurs moléculaires pouvant les activer. Par exemple, NF-kB est aussi activé par le TNF-
o ou méme par certains PRR (70). Il en sera de méme pour I'lL-6 dans la prochaine section. NF-
kB, AP-1 et p38 sont des voies entrainant toutes les trois une amplification de la réponse

inflammatoire, entre autres via I'induction de la transcription de cytokines pro-inflammatoires.

De plus, la voie NF-kB est aussi impliquée dans de nombreux mécanismes présents au niveau
pulmonaire et entraine également la transcription de génes impliqués dans la survie et la
différenciation cellulaire, la réparation tissulaire, la réponse aux stress, la production de facteurs
de croissance et méme dans sa propre régulation (70). C'est un facteur de transcription qui a été
relié a la sévérité de plusieurs conditions ayant une inflammation dérégulée, dont le SDRA (70,71).
Cependant, il posséde aussi d’'importantes fonctions cytoprotectrices. La revue de Millar et al.
expose bien les différents roles, bénéfiques ou néfastes, de NF-kB dans une optique d’atteinte

pulmonaire aigué (56,70).

Toujours dans un contexte pulmonaire, le facteur de transcription AP-1 est impliqué dans la
régulation de la production des protéines du surfactant, des protéines impliquées dans le
remodelage de la membrane extracellulaire (métalloprotéinases et leurs inhibiteurs ainsi que

I’'EGF et son récepteur) et potentiellement dans la génération des enzymes antioxydantes (56,72).
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Quant au facteur p38 MAPK, il est impliqué dans l'invasion, I'accumulation et la survie des
neutrophiles, la perte de fonctionnalité de la barriére endothéliale ainsi que potentiellement dans
la régulation de I’équilibre Treg/Th17 (voir section 1.9.4 pour plus de détails sur I'importance de

ce ratio en SDRA) dans un contexte d’ALI (56,73).

Il existe plusieurs molécules endogénes inhibitrices de la voie de I'lL-1, dont I'lL-1Ra endogene.
Cet antagoniste compétitif est exprimé en condition d’homéostasie ainsi que de maniére plus
importante en condition d’inflammation. D’ailleurs, de maniéere intéressante, I'lL-1Ra endogene
est considéré comme une PPA (48). Une autre stratégie permettant d’inhiber les effets de I'lL-1a
ou B est de capturer la cytokine a I'aide de récepteurs non signalants. En plus de ne pas
transmettre le signal, ces récepteurs ont pour effet de diminuer la biodisponibilité de la cytokine
pour I'lL-1R1 et I'IL-1R3, limitant leur activation. Le récepteur 2 de l'interleukine 1 (IL-1R2) ainsi
que la forme soluble de plusieurs récepteurs de I'lL-1 (sIL-1R1, sIL-1R2 et sIL-1R3) sont des
exemples de molécules endogénes utilisant cette stratégie (69,74). Les mécanismes d’action de
I'IL-Ra ainsi que des récepteurs non signalants sont détaillés a la Figure 1.6. Certains inhibiteurs
synthétiques, tel que l|’antagoniste recombinant du IL-1R anakinra (Kineret), sont aussi

disponibles. Ce sujet est approfondi dans la section 1.9.7.
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Figure 1.6 : Schématisation simplifiée de la signalisation par I'IL-18 ainsi que de certains des
mécanismes des inhibiteurs endogénes existants

A gauche, la voie de signalisation de miL-18 via le IL-1R1. A droite, certains mécanismes inhibiteurs
endogénes de la voie de I'lL-18 existant. En 1, le sIL-1R1 se lie a I'IL-18 (il peut aussi se lier a I'lL-1c et a I'IL-
1Ra endogéne, non représentés). En 2, le IL-1R2 se lie a IL-18 (il peut aussi se lier plus faiblement a IL-1c).
En 1 eten 2, la liaison des récepteurs a I'lL-1 (a ou 8) forme un complexe non signalant avec le IL-1R3. L’IL-
1Ra endogéne (en 3) se lie au IL-1R1 et empéche la formation du complexe avec le IL-1R3. En 4, le sIL-1R2
se lie a I'lL-1 (de type 8 ainsi que faiblement au type a), puis au sIL-1R3, formant un complexe non signalant
et séquestrant I'lL-18 (créé sur Biorender.com) (55,56,69,74).

1.8:I1L-6

1.8.1 : Caractéristiques et roles de I'lL-6

L’IL-6 est une cytokine pléiotropique, ayant des réles pro- et anti-inflammatoires, comportant 212
acides aminés et possédant un poids moléculaire allant de 21 a 29 kDa. Cette cytokine joue
plusieurs roles, par exemple dans le métabolisme osseux, au cours de la grossesse, la gestation,
I’'hématopoiese et bien sr 'immunité (75-77). En effet, suite a sa production au site ayant subi
une insulte, elle contribue a la mise en place de l'inflammation aigué en provoquant une
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augmentation de la température (systémique et/ou au site atteint) ainsi que de la perméabilité
et de 'angiogenése au site atteint. Elle déclenche aussi la production et le relachement des PPA
par les hépatocytes, en plus de jouer un role dans la maturation et/ou la différenciation de
plusieurs cellules immunitaires, dont les mégacaryocytes (menant au relachement de plaquettes
sanguines) ainsi que les lymphocytes B et T (75,76). En combinaison avec le TGF-B, elle entraine
entre autres la maturation des lymphocytes Th17 (un sous-type de Th CD4+ plutot pro-
inflammatoire) et I'inhibition de la maturation des Treg (qui antagonisent les effets des Th17)
(78,79). Les Th17 produisent plusieurs cytokines, dont I'lL-17 qui favorise a son tour la production
de plusieurs cytokines pro-inflammatoires, telles que I'lL-6 ou le TNF-q, ainsi que de chimiokines
attirant les neutrophiles. Or, plusieurs études ont démontré un lien entre un débalancement du
ratio Th17/Treg et le développement de maladies auto-immunes ou liées a I'inflammation telles

que I'asthme, le cancer pulmonaire ou encore le SDRA (79-81).

L’IL-6 favorise I'invasion des neutrophiles au site touché par I'augmentation de la perméabilité
vasculaire, mais aussi en favorisant le relachement des neutrophiles dans la circulation sanguine
et en augmentant I'expression endothéliale des molécules d’adhésion (82). Comme [I'IL-1, le
niveau de cette cytokine a été corrélé avec la sévérité du syndrome de détresse respiratoire aigué

(sujet discuté a la section 1.9.5) (60-65).

1.8.2 : Production et régulation

La transcription du géne responsable de la production de I'lL-6 est entre autres contrblée par le
NF-kB. L'activité de ce dernier facteur de transcription peut étre régulée a la hausse par
I’activation des PRR (DAMPs ou PAMPs), ou encore par I'lL-1B ou le TNF-a (75). Plusieurs types
cellulaires peuvent sécréter de I'lL-6, dont certaines cellules immunitaires (neutrophiles,
lymphocytes B et T, monocytes, cellules dendritiques, mastocytes) ou encore des cellules
structurales (fibroblastes, cellules endothéliales et épithéliales, fibroblastes, adipocytes)

(75,82,83).

1.8.3 : Récepteurs de I'lL-6 et voies de signalisation
Le complexe de signalisation de I'lL-6 se compose de deux molécules d’IL-6, de deux récepteurs

d’IL-6 (IL-6R) ainsi que de deux molécules de signalisation gp130 (glycoprotéine 130) (75). L'IL-6R
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existe sous la forme membranaire (mIL-6R) ainsi que sous la forme soluble (sIL-6R, présente dans
le sérum) et est spécifique a I'lL-6 (Figure 1.7). Sous sa forme membranaire, il est exprimé entre
autres dans les hépatocytes, neutrophiles, lymphocytes T et monocytes, mais pas dans les cellules
épithéliales pulmonaires (76,82). La signalisation par mIL-6R constitue la voie de signalisation
classique, qui joue un réle important en condition homéostasique et qui a des fonctions plutot
anti-inflammatoires. Puisque gp130 est exprimé de maniere ubiquitaire, les cellules alvéolaires
peuvent étre activées par I'lL-6 suite a sa liaison avec gp130 et sIL-6R. Cette méthode de
signalisation constitue la voie de signalisation trans, qui permet une réponse plutét pro-
inflammatoire systémique (75,76,82). Il est aussi possible que deux mIL-6R liés a deux IL-6 soient
présents sur une cellule et forment un complexe de signalisation avec les gp130 d’une autre

cellule, ce qui constitue la présentation trans (84).

Gp130 peut aussi étre utilisé par plusieurs autres cytokines (75,76,82). L'IL-6 fait donc partie d’'une
famille de cytokines utilisant gp130 et qui ont par conséquent des effets similaires (redondance)
(75). Gp130 existe aussi sous forme soluble, sgp130, qui est présente de maniére constitutive
dans le sérum sanguin et qui inhibe la signalisation trans de I'lL-6. La concentration d’IL-6 dans le
sang doit donc dépasser la capacité tampon de sgp130 afin d’initier une réponse inflammatoire
(82,85). Il existe aussi certains inhibiteurs synthétiques du IL-6R, tels que I'anticorps monoclonal

tocilizumab (voir section 1.9.7).

La liaison de I'lIL-6 a son récepteur entraine la formation du complexe de signalisation avec gp130,
initiant la signalisation en aval par I'activation d’une kinase Janus (JAK). Suite a I'activation de JAK,
trois voies de signalisations sont possibles (Figure 1.7) : (1) celle du transducteur de signal et
transcription-3 (signal transducer and transcription-3, STAT3), (2) des kinases de la protéine
activée par les mitogénes et de la kinase régulée par signal extracellulaire (mitogen activated
protein kinases and extracellular signal-regulated kinase, MAPK/ERK) et finalement (3) la
voie kinase PI3K/Akt (protéine kinase activée par les phosphoinositides [PI3K] et la protéine

kinase B [Akt]) (76).
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Figure 1.7 : Principales voies de signalisation en amont et en aval de I'IL-6
A gauche, la voie de signalisation classique de I'lL-6 via le mIL-6R. Au milieu, la voie trans de signalisation
de I'lL-6, via le sIL-6R. A droite, I'inhibition de la signalisation de I'IL.-6 par gp130 soluble. La voie de
présentation trans n’est pas présentée. L’activation du complexe formé de deux IL-6, deux IL-6R et deux
gp130 membranaires méne a la phosphorylation (activation) de JAK puis a I'activation de trois voies de
signalisation : PI3K/Akt, MAPK/ERK et STAT3 (créé sur Biorender.com) (76).

De maniére intéressante, la littérature rapporte une contribution des trois voies activées par I'lL-
6 dans le cancer pulmonaire et une forte concentration sérique d’IL-6 a été reliée a un pronostic
peu favorable pour ces cancers (86—92). En plus d’induire la production de genes pro-
inflammatoires, dans les poumons, STAT3 semble contribuer a la fibrose pulmonaire, inhiber
I'apoptose de certaines cellules, jouer un rbéle pour I'homéostasie des phospholipides du
surfactant, induire les protéines de phase aigué et contribuer a la réparation épithéliale
bronchique (93-96). Le réle de MAPK/ERK dans les poumons est peu défini dans la littérature,

mais il semble favoriser la prolifération cellulaire, le développement pulmonaire et avoir un réle

50



important dans le cancer pulmonaire non a petites cellules (89-91,97,98). PI3K, quant a lui,
contribuerait a la mise en place de fibrose pulmonaire et serait impliqué dans le cancer
pulmonaire. De maniére générale, I'activation de cette voie entraine une sécrétion de cytokines

inflammatoires et est impliquée dans la croissance, survie et prolifération cellulaire (92,99-101).

En bref, la littérature montre que I'IL-1 (B et a) et I'lL-6 contribuent de maniére importante a
plusieurs facettes de 'lhoméostasie, mais aussi a certains mécanismes pathologiques. Leurs roles
sont complexes et de plus amples investigations seront nécessaires afin de vraiment comprendre

les effets de chacune de ces cytokines.

1.9 : Syndrome de détresse respiratoire aigué

1.9.1 : Définition et diagnostic

Le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) est une forme de défaillance respiratoire qui
se diagnostiquait depuis 2012 selon les criteres de la définition de Berlin (102), présentés a la
Figure 1.8. En 2016, la modification de Kigali a été proposée afin de pallier a certains défauts de
la définition de Berlin, notamment d{ au fait qu’elle soit difficilement applicable dans les pays en
développement, menant a une sous-estimation des cas de SDRA diagnostiqués dans ces pays. Elle
propose entre autres d’éliminer le critere du PEP, de mesurer I’hypoxie a I'aide du ratio saturation
périphérique en oxygéne sur fraction inspirée d’oxygéne (Sp0O2/Fi0,<315) et d’accepter
I’observation des opacités bilatérales par ultrason (103). Cependant, elle ne fut pas officiellement

incorporée a la définition du SDRA.

Or, tout récemment (en 2023), des experts provenant des quatre coins du globe sont arrivés a un
consensus quant a la nouvelle définition du SDRA, a laquelle plusieurs modifications ont été

apportées, incluant I'incorporation officielle de la définition de Kigali (104)
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radiographie et non expliquées par une effusion, un ; :
affaissement pulmonaire ou par des nodules. [ 7

e

o
~

Oedéme non expliqué par un probléme cardiaque
ou par un exces fluidique.

PEP 2 5cm H,0
Pa0,/FiO, détermine |a sévérité de la condition:
* Léger:200-300 mm Hg
+ Modéré : 100-200 mm Hg
* Grave : <100 mm Hg

Figure 1.8 : Un résumé des criteres de la définition de Berlin de 2012 pour le diagnostic du SDRA
Figure détaillant les trois éléments importants pour le diagnostic du SDRA selon la définition de Berlin de
2012 (créé sur Biorender.com). PEP = Pression Expiratoire Positive.

L'une des principales modifications apportées est l'inclusion des patients recevant de
I’oxygénation nasale a haut débit (permettant entre autres un diagnostic plus précoce). Deux
catégories ont aussi été créées : la premiére concerne les patients se trouvant dans un milieu
ayant des ressources variables (et assouplit certains des criteres afin de permettre la pose d’un
diagnostic dans ce contexte) alors que l'autre est pour les patients non intubés (incluant les
patients recevant de I'oxygénation nasale a haut débit). Pour les patients intubés dans un
contexte ou les ressources sont accessibles (la 3¢ catégorie, qui est semblable a I'ancienne
définition), les trois degrés de gravité du SDRA, tels que montrés a la Figure 1.8, persistent, mais
sont maintenant des sous-catégories. De plus, dans chacune des catégories et sous-catégories,
des seuils de mesure de I'oxygénation artérielle a I'aide du ratio SpO2/FiO: (si le SpO, < 97 %) ont
été ajoutés aux seuils traditionnels de PaO/FiO,. Il est aussi maintenant acceptable d’identifier
la perte d’aération pulmonaire bilatérale en utilisant des ultrasons (a la condition que I'opérateur
soit bien formé). Plusieurs autres détails ont aussi été modifiés ou précisés, tels que I'ajout d’un

facteur de correction en altitude élevée (plus de 1000 métres). Cette nouvelle définition du SDRA

est plus complexe, mais permettra idéalement d’éviter de sous-diagnostiquer des patients (104).
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Puisque le SDRA définit un ensemble de symptomes pouvant découler de différentes causes
potentielles, il se manifeste de maniére hétérogene. Conséquemment, plusieurs biomarqueurs,
tels que la concentration sérique d’IL-6 ou de ferritine, ont été reliés avec différents parameétres
de ce syndrome, comme sa gravité ou I'efficacité de certaines interventions thérapeutiques, mais
il n’existe a ce jour aucun biomarqueur servant de « gold standard » pour le diagnostic du SDRA
(105,106). Cependant, tel que détaillé dans la section 5.2, certains phénotypes définis par des
ensembles de biomarqueurs commencent a émerger, dont un phénotype hypo- et

hyperinflammatoire (107).

1.9.2 : Etiologie, épidémiologie et pronostic

En 2014, environ 10 % des patients admis aux soins intensifs étaient atteints d’'un SDRA (108), qui
peut se développer a la suite d’une insulte directe (pneumonie, aspiration de liquide gastrique,
trauma pulmonaire, presque-noyade...) ou indirecte (septicémie, traumas multiples...) (109). Le
patient atteint nécessite habituellement une prise en charge intensive et longue (nécessitant
plusieurs ressources humaines et matérielles) (110). De plus, depuis 3 ans déja, la population
mondiale fait face a la pandémie de COVID-19 (111), qui dans les cas les plus graves, peut
également entrainer le développement d’un SDRA (112). Il ne serait donc pas surprenant

d’observer une hausse de la fréquence du SDRA dans les études a venir (113—-115).

Le SDRA est associé a un taux de mortalité inacceptablement élevé (35-45 %, habituellement suite
a une défaillance multiorganes) (108,116,117). De plus, chez les survivants, il est commun que
des séquelles importantes subsistent, tant au niveau physique, mental, cognitif que social.
Quelques-unes des séquelles possibles sont : persistance de toux, d’essoufflement, de cicatrices,
développement d’un choc post-traumatique, d’une dépression, d’anxiété, d'un déficit
d’attention, perte de mémoire, déclin de la qualité de vie, incapacité a reprendre une vie

professionnelle et perte partielle d’'autonomie (118-121).

1.9.3 : Caractérisation histopathologique

Les dommages histologiques causés par le SDRA sont traditionnellement qualifiés de « dommages
alvéolaires diffus » (DAD) et possedent les caractéristiques suivantes : une atteinte épithéliale
alvéolaire et endothéliale vasculaire, un cedéme pulmonaire, une infiltration de cellules

53



immunitaires (principalement de neutrophiles) ainsi que la formation d’'une membrane hyaline.
En absence d’une résolution rapide et efficace de la phase aigué exsudative se met en place une
fibrose pulmonaire irréversible. Or, bien que la plupart des modéles animaux visant a mimer le
SDRA humain se basent sur ces critéres pour juger de leur pertinence, plusieurs études ont
démontré que ces atteintes ne se présentent pas toutes de fagcon homogéne chez les patients,

avec ainsi des sous-types de profils de SDRA (107,122).

1.9.4 : Physiopathologie

Suite a l'insulte initiale, le SDRA évolue en trois phases se chevauchant dans le temps
(36,107,123). Lors de la premiére phase aigué exsudative (Figure 1.9), l'insulte initiale cause des
dommages alvéolaires directement et/ou indirectement par le biais de I'inflammation (36). Dans
les deux cas, une augmentation de la perméabilité de la barriere alvéolo-capillaire se produit. Au
niveau de I'épithélium alvéolaire, cela peut s’expliquer par une perte de fonctionnalité des
cellules le composant, menant a une perte d’étanchéité au niveau des jonctions serrées, et/ou
par un dénuement de la membrane basale suite a la mort cellulaire des ATI et des ATII (qui sont
toutefois plus résistantes que les ATI) (124-126). Les dommages entrainent aussi, par plusieurs
mécanismes, une diminution de la capacité a drainer le liquide chez ces mémes cellules
épithéliales et a produire le surfactant pour les ATII (127-129). L’augmentation de la perméabilité
alvéolo-capillaire ainsi que I'altération du mécanisme de clairance liquidienne ménent a la
formation d’un cedéeme pulmonaire suite a l'infiltration de liquide riche en protéines dans

I'interstitium ainsi que dans la lumiére alvéolaire (36).

A cela s’ajoute une production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1B, IL-8, TNF-a...), une
infiltration alvéolaire et interstitielle de cellules immunitaires (majoritairement des neutrophiles,
mais aussi d’autres leucocytes et/ou des globules rouges), une activation des plaquettes
sanguines, une désactivation du surfactant sécrété ainsi que la formation de membranes hyalines
(36,107). De plus, les Th17, lorsqu’ils ne sont pas adéquatement antagonisés par les Treg, peuvent
contribuer au SDRA en entrainant la production de cytokines pro-inflammatoires ainsi qu’en

favorisant 'infiltration des neutrophiles (79,130).
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Ces éléments entrainent chez la personne atteinte une baisse des échanges gazeux, une
augmentation du risque de septicémie, de thrombose pulmonaire et de microatélectasie, une

diminution de la compliance pulmonaire ainsi qu’une hypertension pulmonaire (36,107).

Il estimportant de noter que lors de cette phase aiguég, trois des parametres principaux (I'cedéme,
I'inflammation ainsi que le dommage) ont le fort potentiel de s’amplifier entre eux et d’aggraver

la situation.

Idéalement, a ce stade, il y a une désescalade de la phase aigué comprenant une résolution de
I'inflammation, une restauration de I'intégrité de la barriere alvéolo-capillaire et finalement une
clairance de I'cedeme pulmonaire. Cela nécessite la mise en route et I'aboutissement de plusieurs
mécanismes complexes, tels que I'apoptose et la clairance des neutrophiles, une transition de la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires a des cytokines anti-inflammatoires ainsi que la
prolifération des ATIl et leur transdifférenciation en ATI afin de restaurer 'intégrité alvéolaire
(36,107). Pendant la phase aigué s’initie une seconde phase chevauchante, dite proliférative, lors
de laquelle les cellules tentent de réinstaurer l'intégrité alvéolaire. La troisieme phase se
caractérise soit par une résolution adéquate du SDRA, soit par la mise en place d’une fibrose
pathologique, menant a une perte encore plus grande de la compliance pulmonaire, a une
augmentation de I'espace mort alvéolaire et a une hypoxémie réfractaire (131,132). Les causes
exactes pour lesquels les cellules s’engagent dans une réparation fibrotique plutét que saine ne
sont pas encore tres bien comprises, mais certains éléments encourageant son développement

sont connus, tels qu’une réparation désorganisée ou inadéquate, ou encore |’activation excessive

de TGF-B (107,109,133,134).
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Figure 1.9 : Comparaison entre une alvéole saine et une alvéole en phase aigué de SDRA
Schématisation d’une alvéole en condition physiologique (a gauche) ainsi que d’une alvéole en phase aigué
de SDRA (a droite). Le SDRA en phase aigué se caractérise par la présence d’inflammation (production de
cytokines, infiltration alvéolaire ainsi qu’activation de neutrophiles, des plaquettes et des cellules
endothéliales) ainsi que par des altérations structurelles (mort des cellules épithéliales alvéolaires et
exposition subséquente de la membrane basale, formation de membrane hyaline, déposition de fibrine,
reldchement de débris cellulaires) et fonctionnelles (inactivation du surfactant). Ces éléments, combinés a
I'augmentation de la perméabilité endothéliale et épithéliale (non indiqué sur la figure) ainsi qu’a une
diminution de la capacité de clairance liquidienne (non représenté) ménent a la formation d’un cedéme
interstitiel et alvéolaire. Créé sur Biorender.com inspiré de (131).

1.9.5 : Potentiels effets de I'lL-1P3 et de I'IL-6 en SDRA

L’IL-1PB et I'lL-6 sont deux cytokines particulierement importantes dans la pathologie du SDRA, qui
peuvent étre détectées dans les lavages broncho alvéolaires (BALs) ainsi que dans le sang des
lien entre la sévérité de la condition
et la concentration de ces cytokines (60-65). L'IL-1B et I'lL-6 entrainent l'activation des

neutrophiles et favorisent leur invasion dans le parenchyme pulmonaire en augmentant



I'expression des molécules d’adhésion ainsi que la perméabilité alvéolo-capillaire
(61,63,65,82,135,136). Or, un nombre ou une activation trop importante de neutrophiles peut
entrainer des dommages au parenchyme pulmonaire et I'augmentation de la perméabilité, ce qui

peut aussi contribuer a I'cedeme pulmonaire (46,47).

L'IL-1 et I'lL-6 possédent aussi des mécanismes qui leur sont propres. Par exemple, il a été
démontré que I'lL-1B diminuait I'expression d’ENaC, ce qui pourrait impacter la capacité de
clairance alvéolaire (137). L'IL-1B possede aussi la capacité de s’auto-induire, ce qui peut mener
a la mort cellulaire de macrophages par pyroptose, un processus qui se produit via I'activation de
caspase-1 et qui se caractérise par le relachement du contenu fortement inflammatoire de la

cellule (138,139).

L'IL-1 (o et B) peut aussi induire I'lL-6, et cette derniére ainsi que I'IL-1P ont la capacité de faire
pencher la balance Th17/Treg en faveur des Th17, ce qui pourrait contribuer au SDRA tel que

mentionné a la section 1.9.4 (78,79,130,140,141).

Tel que résumé a la Figure 1.10, I'IL-1P et I'lL-6 ont le potentiel de jouer un role néfaste en SDRA
par de nombreux mécanismes. Cependant, il existe également plusieurs autres évidences de la
littérature rapportant a l'inverse un effet bénéfique de ces cytokines. Par exemple, certaines
études ont montré que I'lL-1 pouvait promouvoir I'expression d’a-ENaC ainsi que la réparation
épithéliale (142,143). Quant a l'interleukine 6, plusieurs études rapportent qu’elle a un ou des

effets bénéfiques dans des contextes variés.

Kobayashi et al. ont montré que suite a une instillation de bléomycine dans un modele murin, I'IL-
6 atteignait deux pics de concentration dans les lavages broncho-alvéolaires, soit entre les jours
1 et 3 post-instillation ainsi qu’au jour 8 a 10. lls ont aussi rapporté que d’inhiber I'lL-6 avait des
effets bénéfiques si I'administration était effectuée tardivement (aux jours 8, 9 et 10), mais que
les effets étaient plutét néfastes si I'inhibition était effectuée dans les premiers jours (0, 1 et 2).
Ces données suggerent donc un effet potentiellement bénéfique de I'IL-6 dans la phase aigué du
SDRA, mais néfaste dans la phase fibrotique (144). Bhargava et al. ont montré que l'instillation
intratrachéale d’IL-6 dans des modeles murins courts (4 h) était bénéfique (effet anti-

inflammatoire) pour I'ALI de cause directe (endotoxine intratrachéale), mais pas indirecte
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(modeéles de dommages rénaux aigus et d’endotoxine intrapéritonéale) (145). Voiriot et al., quant
a eux, ont démontré que lorsque le gene de I'IL-6 était silencé, des souris subissant une instillation
de LPS combinée a de la ventilation mécanique développaient une inflammation plus importante
que les souris normales (146). Finalement, Wolters et al., également grace a un modele murin
silencé pour I'IL-6 et comparé a des contrdles, proposent que lorsque cette cytokine est sécrétée
par certaines cellules, dont notamment les neutrophiles, elle pourrait limiter les atteintes a la
barriére alvéolo-capillaire dans un contexte d’ALl induit par VILI (147). Les effets bénéfiques ou
pathologiques de I'lL-6 sont aussi observés dans plusieurs autres conditions non pulmonaires, tel

que discuté dans la revue de Forcina et al. (148).

En résumé, la littérature montre un manque de consensus quant a I'effet de I'lL-1 et de I'lL-6 en
SDRA. Cependant, I'idée qu’un exces de ces deux cytokines soit nocif dans ce contexte semble
émerger, a la vue des nombreuses études cliniques visant a évaluer des traitements anti-

inflammatoires ciblant ces deux voies (voir la section 1.9.7).
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Figure 1.10 : Schématisation des potentiels effets pathologiques de I'IL-6 et de I'IL-18 en contexte de

L’IL-18 et I'IL-6 sont produits suite a une insulte pulmonaire (en haut a droite). L’IL-18 peut s’auto-induire
et induire la production de I'lL-6. L’IL-18 pourrait mener a une diminution d’ENaC. L’IL-6 et IIL-18 peuvent
entrainer un débalancement du ratio Th17/Treg. L’IL-18 et I'IL-6 causent une augmentation de la
perméabilité alvéolo-capillaire ainsi qu’une augmentation de I'expression des molécules d’adhésion, ce qui
méne a une invasion alvéolaire neutrophilique. L’IL-16 et I'IL-6 favorisent aussi la maturation des
neutrophiles. Ces éléments contribuent a I'inflammation, aux dommages ainsi qu’a I'cedeme pulmonaire,
qui sont en soi une source d’insulte pulmonaire et qui contribuent au SDRA. Ce schéma met en évidence les
potentiels effets pathologiques de I'IL-6 et de I'IL-16 en contexte de SDRA, mais il est important de noter
que pour plusieurs de ces paramétres, des études ont aussi montré le contraire, soit un ou des effets
bénéfiques des cytokines sur ces paramétres (créé sur Biorender.com).

A 4

SDRA

59



1.9.6 : Le SDRA causé par la COVID-19

Certaines caractéristiques distinguent le SDRA causé par la COVID-19 (SDRAC) du SDRA non
COVID. Cependant, il est important de prendre en compte que les deux types de SDRA se
présentent de maniéere hétérogéne chez les patients et que bien que les affirmations suivantes
soient des tendances observées, chaque patient est différent (149,150). Entre autres a cause de
sa nature virale, le SDRAC tend a se développer plus tard (plus de 7 jours suite au début des
symptomes) que le SDRA non COVID (dans les 7 premiers jours suite a linsulte initiale)
(121,149,151,152). Le SDRAC se distingue aussi par une prévalence importante d’évenements
thrombotique et par une présence extensive de dommages vasculaires (ces derniers seraient en
fait aussi typiques des SDRA de cause virale) (121,149,150,153). Le SDRA non COVID ainsi que le
SDRAC se caractérisent tous les deux par une inflammation dérégulée. Dans le cas du SDRAC, la
littérature rapporte méme souvent un état de « tempéte inflammatoire », allant généralement
de pair avec la sévérité du syndrome (154). Cependant, plusieurs revues et études suggéerent que
les niveaux de divers médiateurs pro-inflammatoires retrouvés chez les patients atteints de
SDRAC ne seraient pas différents ou seraient méme inférieurs a ceux retrouvés en SDRA non

COVID (155-158).

1.9.7 : Prise en charge et stratégies thérapeutiques en SDRA

A ce jour, il n’existe aucun traitement pharmacologique efficace pour le SDRA (36,159).
Cependant, plusieurs éléments peuvent étre mis en place pour la prise en charge des patients
atteints (un exemple d’algorithme de traitement est présenté a la Figure 1.11). En premier lieu, il
est parfois possible de traiter la cause du SDRA, par exemple avec des antibiotiques dans le cas

d’une pneumonie bactérienne (36).
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Diagnostic du SDRA
selon la définition
de Berlin

Evaluation de la gravité

Modéré Grave
Pa0,/Fi0,100-200 mm Hg Pa0,/Fi0,= 100 mm Hg

Léger
Pa0,/Fi0, 200-300 mm Hg

Si le patient est cliniquement Ventilation mécanique effractive associée a une stratégie de

stable et maintenu sous ventilation protection pulmonaire

non effractive (p. ex., CNHD), « Mesurer la taille du patient et calculer son PE

continuer la ventilation non « Ventilation mécanique contrélée avec volume courant de 6 mL/kg de PE
effractive, selon tolérance . » Pression plateau cible =30 cm H,0

« Envisager une PEP accrue dans les cas modérés ou graves

Aggravation

Amélioration

Aggravation

« Sédation profonde et décubitus ventral (12-16 h avant retour au décubitus dorsal)
« Envisager des agents de blocage neuromusculaire

Amélioration « Envisager des manceuvres de recrutement du volume pulmonaire

Amélioration Aggravation

Envisager d’autres traitements selon les facteurs
propres au patient

Maintenir la stratégie en cours «VOHF

Sevrage selon tolérance « Corticostéroides

» Oxyde nitrique

« Vasodilatateurs pulmonaires

Amélioration

Aggravation ou non applicable

ECMO-VV

Aggravation Envisager en cas d’hypoxémie réfractaire malgré 'essai des traitements
mentionnés ci-haut, particulierement en présence de l'un ou l'autre
des critéres suivants :

+ Pa0,/FiO, <80 mm Hg pendant>6 h

Ameélioration + Pa0,/Fi0, <50 mm Hg pendant>3 h

+pH<7,25avec PaCO,>6h

Discussion sans délai avec le centre de référence local pour ’ECMO

Réévaluer la stratégie et envisager

d’autres causes de l'insuffisance respiratoire

Figure 1.11 : Algorithme thérapeutique suggéré par Fernando et al.
CNHD = canule nasale de haut débit, ECMO-VV = oxygénation par membrane extracorporelle veino-
veineuse, PE = poids estimé, PEP = pression expiratoire positive, VOHF = ventilation oscillatoire a haute
fréquence (160).
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De plus, plusieurs traitements de soutien peuvent étre offerts au patient lors de son
hospitalisation, dont I'oxygénation (invasive ou non). Dans les dernieres années, un nombre
important d’études ont mis en lumiéere le potentiel dommageable de la ventilation, ce qui a
permis de développer des protocoles de ventilation protectrice, qui constitue une des plus
grandes avancées dans la prise en charge du SDRA (36,105,159). En complémentarité, un blocage
neuromusculaire est parfois induit chez le patient, entre autres afin d’éviter I'asynchronie patient-
ventilateur, bien que la pertinence de cette intervention reste sujette a débat. La régulation des
fluides (afin de ne pas empirer I'cedéme pulmonaire), des traitements de prévention des
thromboses (telle que I'aspirine), le retournement en position couchée sur le ventre (afin
d’optimiser le ratio ventilation-perfusion pulmonaire) ainsi que [l'utilisation d’un appareil
d’oxygénation extracorporelle (ECMO) sont aussi des traitements de soutiens possibles

(36,105,159).

Finalement, un nombre impressionnant de stratégies pharmacologiques ont été testées afin de
tenter de traiter le SDRA, en particulier lors des derniéres années (voir le résumé présenté au
Tableau 1.4). En effet, des équipes de recherches se sont mobilisées partout a travers le monde
afin de trouver une cure a la COVID-19 et, par le fait méme, au SDRAC. Seulement certaines de
ces stratégies, en lien avec I'inflammation (testées dans le cadre de la pandémie ou non), seront
discutées dans les prochains paragraphes. Cependant, plusieurs revues intéressantes offrant une
vue d’ensemble plus compléte sont disponibles (36,161-163). Bien que certaines stratégies
pharmaceutiques plus ou moins efficaces aient été approuvées dans le cadre de la COVID-19 et
du SDRAC (un exemple des traitements approuvés pour la COVID par I’Organisation mondiale de
la Santé [OMS] a la Figure 1.12), ces derniéres ne peuvent pas étre extrapolées au SDRA non
COVID, pour lequel il n’existe a ce jour aucun traitement pharmacologique efficace (159,164—

167).
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Tableau 1.4 : Résumé des pharmacothérapies proposées pour la prise en charge du SDRA (et/ou du

SDRAC) ainsi que de leurs principaux mécanismes d’action potentiels

Pharmacothérapie

Effet anti-
inflammatoire

Autres principaux mécanismes d’action
potentiels

eHéparine, enoxaparin
eProtéine C activée
eAnti-inflammatoire non stéroidien : aspirine, ibuprofene

eAnticoagulant (faible pour ibuproféne)

eCorticostéroides: dexaméthasone, hydrocortisone, methylprednisolone
eInhibiteurs de cytokines (cibles : IL-1B, IL-6, IFN-y, TNF-q, IL-23, IL-12, IL-
17A)

eAntagonistes des récepteurs de cytokines (cibles : IL-1p [via IL-1r; ex :

monoclonaux

KINERET®], IL-6 [via IL-6r; ex : Tocilizumab], II-2 [via CD25], IL-4 et IL-13 [via v
IL-4Ra])
*Omega-3
eVitamines : D3, C
eInhibiteurs de kinases (cibles : tyrosine kinase, Janus kinase [JAK], . X . .
. . . . . e Anti-fibrotique (certaines kinasese t.q. :
phosphatidylinositol-3-kinase [PI3K], cible mammalienne de la rapamycine v el e I
[mTOR], protéine kinase activée par des agents mitogenes [MAPK]...) !
eInhibe le recrutement des neutrophiles
eInhibiteurs du systéme du complément (cibles: C1 estérase, Ca5) N eCytoprotecteur
eAnticoagulant
eStatines : simvastatin, rosuvastatin N eStabilisation endothéliale
. eBroncho - et vasodilatateur
*[3-agonistes : salbutamol v ) , R N
eFavorise la résorption de I'cedéme
eVasodilatateurs : oxyde nitrique (NO), prostaglandine E *Vasodilatateur : opt|.m|?e la .
correspondance ventilation/perfusion
eAntioxydant
eN-acétylcystéine (NAC) eCytoprotecteur
eMucolytique
eInhibiteur de GM-CSF eInhibe le recrutement des neutrophiles
eMinimise la formation de I'cedéme
eInhibiteur de kinine-kallikréine : Icatibant v pulmonaire
eAnticoagulant
ePrévient les dommages causés par
. atélectasie
eSurfactant exogene " . .
eAméliore compliance pulmonaire
eModulateur de l'inflammation
eInhibiteur de I'élastase neutrophilique : Sivelestat *Prévention des doin.wmages causes par
I'elastase neutrophilique
ePrévention des dommages causés par
eInhibiteurs de piéges extracellulaires a neutrophiles (NET) : anticorps v les NETS

eCytoprotecteur
eAnticoagulant

eBlocage neuromusculaire et sédation

ePrévention des dommages causés par
une asynchronie ventilateur-patient et
par barotraumatisme

eExosomes

*GM-CSF

eCellules souches mésenchymateuses (MSC)
eFacteurs de croissance kératinocytes (KGF)

eProréparateur
eCytoprotecteur
eModulateur de I'inflammation

eActivateurs de canaux K" : R-L3
eActivateur du canal ENaC: solnatide

eFavorise la clairance de I'oedeme
eProréparateur

*Cytokines recombinantes : rhiL-7

eStimule la défense virale

eInterférons : IFNB-1a/1b, IFN-y recombinant

eStimule la défense virale
eAméliore la fonction de la barriére
épithéliale (IFNB-1a)

Informations tirées de (161-163,168—177)
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Figure 1.12 : Définition des grades de sévérité de maladie causée par la COVID-19 et pertinence des
interventions pharmacologiques en fonction de ces grades selon I'Organisation mondiale de la Santé
Référence (165)
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Etant donné le réle important de I'inflammation dans la pathologie du SDRA, plusieurs stratégies
thérapeutiques visant cette composante ont été testées ou proposées (36,62,109). Les
glucocorticoides (tels que le dexaméthasone ou la méthylprednisolone) sont un type d’anti-
inflammatoire a large spectre qui fonctionne en régulant plusieurs genes via le récepteur de
glucocorticoides (178). Ces molécules ont été grandement étudiées en clinique ainsi qu’in vivo.
Dans notre laboratoire, nous avons d’ailleurs montré que le dexaméthasone ne permettait pas
d’améliorer les différents paramétres de I’ALI dans un modele murin induit par bléomycine
(probablement a cause de son effet délétére sur la réparation épithéliale) (179). A ce jour, les
glucocorticoides sont utilisés en SDRAC. Ils peuvent aussi étre utilisés en SDRA non COVID, mais

leur efficacité demeure controversée dans ce contexte (159,180-185).

De nombreux autres types d’anti-inflammatoires non spécifiques ont été testés. Pour certains, il
n’existe pas d’étude complétée en contexte non COVID (ex. : aspirine) alors que pour d’autres les
résultats des études se sont démontrés peu concluants (ex.: vitamines, B-agonistes) ou

contradictoires (ex. : interférons, statines) (159).

Plusieurs molécules ciblant une partie plus spécifique de I'inflammation ont aussi été proposées
(souvent testées en complément avec les corticostéroides si en essai clinique), dont entre autres
des molécules inhibant les voies de I'IL-1 et de I'IL-6, qui sont des cibles intéressantes considérant
leurs potentiels effets pathologiques en SDRA tel que décrit a la section 1.9.5. Or, afin de contrer
les effets causés par ces molécules, il existe plusieurs stratégies ciblant diverses étapes de leur

signalisation (Figure 1.13).

Un premier type d’approche qui peut étre utilisée est d’agir en amont du récepteur de la cytokine.
Par exemple, il est possible d’inhiber I'inflammasome NLRP3 (ex. : MCC950) ce qui empéche la
maturation de I'IL-1B, ou encore de cibler le facteur de transcription NF-kB (ex. : glucocorticoides
tels que le dexaméthasone), limitant la production de I'IL-1B et de I'lL-6 (178,186). De maniére
intéressante, cibler certains facteurs de transcription tels que le NF-kB peut aussi avoir un effet
en aval de cytokines telles que I'lL-1, pour lesquelles ce facteur de transcription est impliqué non
seulement dans leur production, mais aussi dans leur voie de signalisation. Certaines thérapies

ont d’ailleurs tenté d’inhiber directement ce facteur de transcription, mais des résultats
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décevants ont été observés, probablement parce que bien que le NF-kB entraine une
amplification de la réponse inflammatoire, son activation a aussi des fonctions protectrices (70).
Cibler la cytokine elle-méme, avec un anticorps tel que canakinumab (visant I'IL-1B), est aussi une

possibilité (187,188).

Un deuxieme type de stratégie est d’agir directement sur le récepteur. Par exemple, en inhibant
sa fonction avec un anticorps monoclonal tel que le tocilizumab (Actemra®, ciblant le IL-6R) ou
avec un antagoniste recombinant tel que I'anakinra (Kineret®), qui mime I'IL-1Ra endogene. Ces
stratégies seront décrites plus en détail dans les pages a venir. Dans le cadre de ce mémoire, la
formulation « IL-1Ra » sera utilisée pour nommer un antagoniste quelconque du récepteur de I'IL-

1. S’il est question de I'lL-1Ra endogeéne, cela sera spécifié (IL-1Ra endogéne).

Finalement, il est possible d’agir en aval du récepteur des cytokines. En plus de bloquer certains
facteurs de transcription (comme NF-kB, mentionné ci-dessus), bloquer les kinases en aval du
récepteur (par ex., le baricitinib qui inhibe I'activité de JAK) (96) ou bloquer le produit d’une voie

(ex. : le vilobelimab inhibant I'activité de C5a) sont aussi des exemples de cette approche (189).

Le Kineret est une forme recombinante de I'lL-1Ra endogéne. En se liant au IL-1R, il empéche de
maniére compétitive la liaison de I'lL-1 et inhibe par le fait méme la signalisation de I'IL-1P et de
I'lL-1a. Ce médicament est indiqué pour traiter certains patients atteints d’arthrite rhumatoide,
d’une déficience en IL-1Ra endogéne ainsi que d’'une forme de syndromes périodiques associés a
la cryopyrine (190). Parmi les études cliniques, certaines ont montré un impact positif du Kineret
comme traitement du SDRAC alors que d’autres ont plutét montré une absence d’effet (191-
194). Malgré ces résultats mitigés, en 2022, le Kineret a recu une «emergency use
authorizations » aux Etats-Unis en tant que traitement pour certains cas graves de COVID-19
(patients ayant développé une pneumonie, étant oxygénés et a risque d’insuffisance respiratoire
tout en ayant un taux élevé de récepteur soluble de I'activateur du plasminogene de I'urokinase

[suPAR]) (167).

Le tocilizumab est un anticorps monoclonal humanisé. En se liant au récepteur de I'lIL-6
(membranaire ou soluble), il inhibe la signalisation classique et trans de I'lL-6. Son utilisation pour

traiter certains patients atteints d’arthrite rhumatoide (AR) a été approuvée en 2010. A ce jour,
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le tocilizumab est aussi indiqué pour traiter certaines populations de patients atteints d’artérite
a cellules géantes, d’arthrite juvénile idiopathique polyarticulaire, d’arthrite juvénile idiopathique
systémique, du syndrome de libération de cytokines et de la maladie pulmonaire interstitielle
associée a la sclérodermie systémique (195). De plus, les études cliniques ont montré que le
tocilizumab est modérément efficace en SDRAC (196—-198). Son utilisation dans les cas graves de
COVID-19 est donc recommandée par 'OMS et a été autorisée entre autres au Canada et aux

Etats-Unis (165-167).

Malheureusement, les résultats relativement encourageants du Kineret et du tocilizumab comme
traitement du SDRAC n’ont pas été reproduits dans un contexte clinique de SDRA non COVID et
ne peuvent donc pas y étre extrapolés (165-167). Ces deux antagonistes ont aussi été étudiés
dans des modeles murins, mais les résultats varient grandement en fonction des modéles
expérimentaux mimant le SDRA utilisés (appelés modéles de dommages pulmonaires aigus ; ALl
pour acute lung injury) et des autres conditions expérimentales (dose administrée, fréquence
d’administration...). Les modeéles étaient notamment induits par bléomycine, acide
polyinosinique-polycytidylique (poly I : C) + protéine spike provenant de SRAS-CoV-2, ligature

caecale et ponction (CLP), LPS (Lipopolysaccharide) et/ou ventilation mécanique (199-204).

De surcroit, I'utilisation de molécules anti-inflammatoires telles que le Kineret et le tocilizumab
est liée a une certaine immunosuppression, entrainant théoriguement une augmentation des
risques d’infection. Dans le passé, |'utilisation de tocilizumab a été corrélée avec un risque accru
d’infection (75,195,205), mais en contexte de SDRAC, les études cliniques ne s’accordent pas a ce
sujet. En effet, certaines études rapportent un risque légerement plus élevé d’infection, alors que

d’autres non (206-209). La situation est semblable pour le Kineret (208,210,211).

Un moyen de minimiser I'immunosuppression et de conserver certains effets bénéfiques de I'lL-
1 ou de l'lL-6 pourrait étre de bloquer seulement une partie de leur cascade signalétique.
Cependant, un désavantage de ce genre de stratégie est qu’elles ne bloquent souvent pas une
voie spécifique. Par exemple, ce n’est pas seulement la voie de I'lL-1 qui mene a I'activation de

NF-kB, et inhiber ce dernier facteur de transcription menerait donc a I'inhibition de la réponse de

67



plusieurs voies cytokiniques (212,213). Une approche intéressante serait donc de réussir a inhiber

de maniére spécifique, mais partielle (inhibition fonctionnelle), la réponse a I'lL-1 ou a I'IL-6.

Inhibition de la Inhibition de la
signalisation d'IL-1B signalisation d'IL-6
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Figure 1.13 : Exemple de stratégies anti-inflammatoires ciblant les voies de I'IL-1 et de I'IL-6

A gauche, MCC950 inhibe I'inflammasome NLRP3 (non représenté), ce qui empéche la maturation de la
pro-IL-16 en IL-18 mature. Le Canakinumab inhibe la signalisation de I'IL-18 (et de I'IL-1a, non représenté)
en se liant directement a la cytokine alors que le Kineret I'inhibe en se liant au IL-1R1. Les corticostéroides
(Cortico, au milieu en bas et en haut) peuvent empécher la transcription de génes en amont des voies de
I'IL-18 et de I'IL-6 ou en aval d’IL-1. A droite, le tocilizumab (Toc) empéche la signalisation par le IL-6R en
se liant au récepteur de I'IL-6 (membranaire et soluble [non représenté]), alors que le baricitinib agit plutét
en aval en bloquant la signalisation par les Janus kinases (JAK). Le Vilobelimab se lie a C5a, qui est
normalement produit en réponse a la signalisation d’IL-6. Créé sur Biorender.com.
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1.10 : Inhibition fonctionnelle de voies cytokiniques a l'aide de

peptides : rytvela et HSJ633

L'utilisation de peptides pour traiter diverses pathologies, inflammatoires ou non, est une
stratégie qui a gagné en popularité dans les derniéres années. Plusieurs de ces derniers sont
d’ailleurs disponibles sur le marché ou sont en essai clinique (214,215). L'une des manieres dont
un peptide thérapeutique peut agir est en inhibant I'interaction entre un ligand et son récepteur.
Cela peut se produire de maniéere orthostérique (en se liant au site actif de I'enzyme ou du
récepteur, entrainant une potentielle compétition avec le substrat ou avec le ligand), mais aussi
de maniere allostérique, offrant par conséquent un meilleur potentiel d’inhibition fonctionnelle

(216,217).

Une des techniques qui permet d’arriver a ce résultat est de dériver le peptide d’une région
protéinique connue. Par exemple, nos collaborateurs de I'Université de Montréal (équipe du
Dr S. Chemtob) ont développé un peptide nommé rytvela (aussi nommé 101.10 dans certains
articles), qui est dérivé de boucles du IL-1R3 (anciennement IL-1RaCP) et qui permet de moduler
de maniere allostérique et fonctionnelle le récepteur de I'lL-1 (218). En effet, le rytvela permet
de bloquer les voies de MAPK ainsi que de RhoK, tout en préservant celle du NF-kB (219). Puisque
ces trois voies sont impliquées dans I'inflammation, en bloquer certaines pourrait permettre de
la diminuer. De plus, dans un contexte de SDRA, |'utilisation du rytvela pourrait étre intéressante,
puisque tel que mentionné dans la section 1.7.3, NF-kB posséde des propriétés cytoprotectrices,
alors que p38 est associée a une accumulation de neutrophiles, a une perte de fonctionnalité de
la barriere endothéliale et a un débalancement du ratio Trerg/Th17 (56,70,72,73). L’effet
thérapeutique de cette molécule a d’ailleurs été prouvé comme étant équivalent et méme
supérieur au Kineret dans des modeles murins de prématurité induits par les lipopolysaccharides

(LPS), I'acide lipotéichoiques (LTA) ou I'IL-1 (219-222).

De maniére similaire, le HSJ633 été nouvellement développé par nos collaborateurs afin d’inhiber
le IL-6R de maniere fonctionnelle. Plus précisément, ce peptide permet d’inhiber STAT3 tout en
conservant la signalisation des voies MAPK/ERK et PI3K/AKT (article en révision, mais thése a ce

sujet disponible (223)). Puisque ces trois voies semblent contribuer au cancer pulmonaire, a la
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prolifération cellulaire et a I'inflammation, en inhiber seulement certaines pourrait permettre de
conserver un meilleur équilibre réparation/fibrose dans un contexte SDRA tout en diminuant

I'inflammation (voir section 1.8.3) (86—101).

L'utilisation de tels peptides dans une optique curative comporte, en contraste a d’autres types
de médicaments, plusieurs avantages intrinseques a leur nature (216). En comparaison a de
petites molécules thérapeutiques, les peptides offrent une meilleure spécificité, une meilleure
efficacité et sont plus sécuritaires. En comparaison a des agents biologiques tels que des
anticorps, les peptides sont moins immunogénes et moins couteux a produire (215,216).
Cependant, de maniére générale, les peptides ont pour désavantage de passer difficilement la
membrane cellulaire (les peptides y parviennent mieux que les agents biologiques, mais moins
bien que les petites molécules thérapeutiques) et d’avoir une faible stabilité, et donc une courte
demi-vie (215). Heureusement, il est possible de concevoir les peptides de maniére a ce que ces
désavantages soient négligeables. Par exemple, le rytvela et le HSJ633 sont des peptides de
stéréochimie-D, ce qui les rend plus résistants aux protéases et donc plus stables. De plus, une
demi-vie relativement courte peut aussi étre un avantage (en limitant la durée des effets

immunosuppresseurs, par exemple) (218,223).

Or, le rytvela et le HSJ633 n’ont jamais été testés dans le cadre d’un traitement pour le SDRA, ce
qui pourrait étre intéressant considérant leur mécanisme d’action, le potentiel pathogénique de
I'IL-1B et de I'IL-6 dans cette condition ainsi que le succes relatif de tocilizumab et de Kineret en

SDRAC.

1.11 : Les différents modeles d’ALl

La souris présente plusieurs différences au niveau du systéme respiratoire avec I’humain, telles
que décrites dans les sections 1.1 a 1.4 ainsi que dans le Tableau 1.1., mais elles possédent aussi
plusieurs similitudes et c’est I’'animal chez lequel le plus d’études sur le SDRA (dans des modeéles
d’atteinte pulmonaire aigué; ALl) ont été effectuées (224). Or, il existe plusieurs approches
permettant d’induire I’ALI chez la souris. Une revue de Matute-Bello et al. Décrit d’ailleurs

comment ces modeles permettent de mimer plus ou moins bien les différents parametres du
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SDRA (43). Dans les prochaines sections, je résume certaines des caractéristiques de trois de ces

principaux modeéles.

1.11.1 : ALl induit par la bléomycine

La bléomycine est un agent de chimiothérapie couramment utilisé pour le traitement de divers
cancers et qui a pour effet secondaire grave le développement de dommages pulmonaires aigus
chez certains patients (225). Ce médicament, qui cause des dommages tissulaires en initiant des
cassures d’ADN, en engendrant la production de ROS et ultimement en menant a la mort cellulaire
(au moins en partie par ferroptose, un type de mort cellulaire) offre donc un modele d’ALl tres
intéressant (43,225—-227). En effet, une seule administration intranasale chez la souris permet de
mimer a J7 une grande partie des critéres utilisés pour définir la phase aigué exsudative du SDRA
chez les animaux, dont la présence de dommages a I’épithélium alvéolaire menant a la formation
d’un cedéme pulmonaire, I'apparition de dysfonctions physiologiques ainsi que le développement
d’une réaction inflammatoire caractérisée entre autres par la production de diverses cytokines
(telles que I'IL-1B, I'IL-6, le TNF-a, MCP-1 et I'lL-8 [KC chez la souris]) et par l'infiltration alvéolaire
de neutrophiles (43,224). De plus, les souris instillées développent de la fibrose (de maniére
proportionnelle a la dose administrée) lors de la phase plus chronique qui se mesure
généralement des jours 14 a 21. Cependant, contrairement au DAD classiqguement retrouvé en
SDRA, I'ALl induit par la bléomycine se démarque histologiquement par I'absence de membrane
hyaline (43). D’autres avantages du modéle d’ALl induit par la bléomycine sont qu’il est
reproductible et bien caractérisé. En contraste, les désavantages sont que la bléomycine ne mime
pas une source fréquente (ex. : infection pulmonaire) de SDRA et que l'insulte gu’elle induit est

parfois caractérisée comme étant trop intense (overwhelming) (43).

1.11.2 : ALl induit par LPS

L’administration de LPS, de maniere pulmonaire ou systémique, a comme avantage par rapport
a la bléomycine de mimer une partie de la réponse immunitaire se produisant suite a une
infection avec des bactéries Gram-négatives, grace a la liaison du LPS a son récepteur (LPS binding
protein), ce qui se produit entre autres via I'activation du TLR4. C’est un modeéle qui réplique

partiellement la phase aigué du SDRA en entrainant une infiltration alvéolaire de cellules
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immunitaire, une augmentation pulmonaire et systémique de la concentration en cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6...) ainsi qu’une hypoxémie. Cependant, c’est un modele assez
court (mesures souvent prises dans les premiers 24 h) dans lequel les dommages pulmonaires
observés sont faibles. De plus, I'intensité de la réponse dépend grandement de I’animal utilisé,
de la souche de provenance du LPS ainsi que de sa préparation (43). Finalement, c’est un modéle
incomplet puisqu’évidemment, dans une infection réelle, des mécanismes plus complexes, tels

que la réplication virale ou bactérienne, entrent en jeu.

1.11.3 : Dommages induits par la ventilation

Le modéle de dommages induits par la ventilation (VILI pour ventilator induced lung injury) est
aussi un modele court d’ALl qui repose sur le principe qu’un étirement excessif des poumons par
la ventilation engendre des atteintes pulmonaires. Ce modele se caractérise par la formation de
membrane hyaline, une infiltration neutrophilique, des hémorragies alvéolaires, une compliance
pulmonaire réduite ainsi que des anomalies au niveau des échanges gazeux. Son impact sur |'état
inflammatoire reste controversé. Bien qu’il soit difficile a effectuer chez la souris, c’est un modele
d’ALl important puisque les améliorations dans la ventilation mécanique sont les seules ayant
conduit a de réels progres dans la prise en charge du SDRA et puisque la ventilation est offerte a
une grande partie des patients atteints. En plus de causer des dommages lorsqu’elle est excessive,
une ventilation qui serait normalement considérée comme non dommageable dans des poumons
sains peut causer des dommages lorsqu’effectuée en concomitance avec un autre facteur tel

qgu’une pneumonie (ou du LPS). Il est alors question de dommages associés a la ventilation (43).

Ainsi, bien qu’aucun des modeéles disponibles ne permette de mimer parfaitement I'’ensemble des
paramétres du SDRA, le choix peut dépendre de la question scientifique investiguée et de I'espece

animale choisie.

72



Chapitre 2 : Hypotheses et objectifs

2.1 : Hypothese 1

Compte tenu des résultats encourageants montrant un effet bénéfique du tocilizumab ainsi que
du Kineret dans le traitement du SDRA causé par la COVID ou pour la résolution de I’ALI dans
certains modeéles animaux, ainsi que I'importance et le potentiel dommageable de I'inflammation
dans cette condition, nous avons posé I’hypothése que ces antagonistes des récepteurs de I'lL-1
et de I'lL-6 pourraient prévenir, du moins en partie, I'effet dommageable de la réponse
inflammatoire et potentiellement étre bénéfiques pour la résolution des parameétres de la phase

aigué du SDRA, induit dans un modele murin d’ALI.

2.2 : Hypothese 2

La voie cytoprotectrice en aval des récepteurs de I'lL-1 et de I'lL-6 étant préservée en présence
des antagonistes de rytvela et de HSJ633, nous avons postulé que leurs effets pourraient

potentiellement étre supérieurs, comparé au Kineret ou au tocilizumab.

Toutefois, compte tenu de la composante lésionnelle considérable ainsi que de I'importance de
réabsorber I'cedéme, en plus de contréler I'inflammation, nous avons posé I'hypothese que ces

traitements pourraient ne pas réussir a résoudre totalement cette phase aigué.

2.3 : Objectif

Afin de tester ces hypotheéses, notre objectif était d’étudier les effets des antagonistes des
récepteurs de I'lL-1 (Kineret et rytvela) et de I'lL-6 (tocilizumab et HSJ633) sur les principaux
parametres du SDRA (état général, dommages histologiques, cedéme pulmonaire et statut
inflammatoire) dans un modele murin d’ALl induit par la bléomycine, a jour 7 (soit en phase aigué

exsudative).
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Evaluation of IL-1 and IL-6 receptor antagonists in a murine model of acute lung injury

Aim: The acute exudative phase of acute respiratory distress syndrome (ARDS), a severe form of
respiratory failure, is characterized by alveolar damage, pulmonary edema, and an exacerbated
inflammatory response. There is no effective treatment for this condition, but based on the major
contribution of inflammation, anti-inflammatory strategies have been evaluated in animal models
and clinical trials, with conflicting results. In COVID-19 ARDS patients, IL-1 and IL-6 receptor
antagonists (IL-1Ra and IL-6Ra, Kineret and tocilizumab, respectively) have shown some efficacy.
Moreover, we previously developed novel peptides modulating IL-1R and IL-6R activity (rytvela
and HSJ633, respectively) while preserving immune vigilance and cytoprotective pathways. We
aimed to assess the efficacy of these novel IL-1Ra and the IL-6Ra, compared to commercially
available drugs (Kineret, tocilizumab) during the exudative phase (day 7) of bleomycin-induced

acute lung injury (ALI) in mice.

Methods: Animals were challenged with bleomycin and treated with the antagonists (alone or in
combination) or with saline, twice a day, for 7 days. Body weight changes, pulmonary function (as
indicated by blood pCO; and pH), lung damage (histological score and protein concentration in
bronchoalveolar lavages), and edema (water-lung content), as well as inflammation (cell count
and cytokine [IL-6, IL-1B, MCP-1, and TNF-a] levels), were assessed on day 7 (acute exudative

phase).

Results: Our results first showed that none of the IL-1Ra (Kineret, rytvela) and IL-6Ra (tocilizumab,
HSJ633) compounds attenuated bleomycin-induced weight loss and venous pCO; increase.
Histological analyses and water-lung-content measurements also showed that these drugs did
not improve lung injury scores or pulmonary edema, after the bleomycin challenge. Finally, IL-
1Ra and IL-6Ra failed to alleviate the inflammatory status of the mice, as indicated by cytokine

levels and alveolar neutrophil infiltration.

Conclusions : Altogether, these results indicate a lack of beneficial effects of IL-1R and IL-6R

antagonists on key parameters of ALl in the bleomycin mouse model.

Keywords: Acute respiratory distress syndrome (ARDS), bleomycin, tocilizumab, Kineret,
inflammatory response
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Introduction

Acute respiratory distress syndrome (ARDS)?, a severe form of respiratory failure, is a leading
cause of intensive care unit (ICU) admissions and has a high mortality rate.? ARDS can be caused
by either direct lung insults, e.g. following bacterial or viral infections, or indirect injuries, such as
sepsis.>* Regardless of the cause, the acute exudative phase of ARDS is characterized by extensive
alveolar and endothelial damage, resulting in lung edema flooding, as well as an exacerbated
inflammatory response. The latter is manifested by an increase in lung and systemic levels of pro-
inflammatory cytokines (e.g. IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a) and neutrophil infiltration into the lungs,
both of which amplify alveolar damage and pulmonary edema.?>® The rapid resolution of this
reversible acute phase is critical for ARDS resolution, before the development, and establishment,

of pulmonary fibrosis, ultimately leading to respiratory or multi-organ failure.”*°

Although the causes of this syndrome can be treated in some cases and the management of ARDS
has improved over the years (with interventions such as protective mechanical ventilation, fluid
management, and/or prone positioning)!?, there is still no effective pharmacological treatment
for this condition and its mortality rate remains unacceptably high*®'213 Therefore, the
development of new therapeutic strategies that could help to resolve ARDS is critical.'® Due to
the major contribution of inflammation in the pathophysiology of ARDS*>® several clinical
trials'>'421 and experimental studies in animal models of acute lung injury (ALI)*>* have
investigated the efficacy of anti-inflammatory therapies, particularly with systemic
corticosteroids. However, the available evidence on the benefit of glucocorticoids (e.g.,
methylprednisolone, dexamethasone, and hydrocortisone) is conflicting, and their use in ARDS
remains controversial.3=3¢ Treatments targeting specific signaling pathways of the inflammatory
response, including with antagonists of the IL-6 receptor (IL-6Ra, such as the humanized
monoclonal antibody tocilizumab (Actemra)) and the IL-1 receptor (IL-1Ra, such as the
recombinant form of IL-1Ra Kineret® (anakinra)), have also been studied. In clinical trials,
tocilizumab was found to be moderately effective in COVID-19-related ARDS.3’~%° Therefore, this
drug was recently approved by the FDA and Health Canada in a subset of hospitalized, ventilated
COVID-19 patients.**? Although the outcomes of Kineret in COVID-19 ARDS are more
mitigated3’43*>, an emergency use authorization has been issued by the FDA for COVID-19
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hospitalized patients at high risk of severe respiratory failure.*® However, the use of Kineret and
tocilizumab in non-COVID-19-related ARDS is still limited, due to both their potential
immunosuppressive properties and the lack of consensus on the benefit of these antagonists in
experimental studies. Indeed, in animal models of ALl (induced either by bleomycin,
polyinosinic:polycytidylic acid (poly I:C) + SARS-CoV-2 spike protein, oleic acid (OA), cecal ligation
and puncture (CLP), lipopolysaccharide (LPS), and/or mechanical ventilation), mixed results have

been reported for both drugs, depending on the experimental conditions used.*’—2

We have previously designed a small stable (D-) peptide antagonist of the IL-1R (consisting of the
amino acid sequence ‘rytvela’) derived from the IL-1RacP subunit of IL-1R.>®> Rytvela biases
signaling by blocking both the MAPK and RhoK pathways, while preserving NF-kB, a key factor in
immune vigilance. This peptide was also found to be more effective than its commercial
counterpart (Kineret) in murine LPS, lipoteichoic acid (LTA), and IL-1B-induced preterm birth
models, as well as in the murine oxygen-induced retinopathy of prematurity model.>3=>” We have
also designed an IL-6R antagonist (HSJ633, with the amino acid sequence ‘vrkfgnspa’) that inhibits
STAT-3 while preserving the cytoprotective Akt pathway. This antagonist shows promising
preliminary results in a murine LPS-induced preterm birth model (unpublished data). However,
none of these molecules have yet been tested in a model of induced acute lung injury in adult

animals.

The aim of this study was to test the efficacy of the designed peptide antagonists rytvela and
HSJ633, compared to the commercially available antagonists Kineret and tocilizumab, in a mouse
model of ALI. We opted for the well-known model of bleomycin-induced lung injury and focused
our study on the acute phase on day 7 (D7), which features an inflammatory response (with
neutrophil infiltration and inflammatory cytokine production), pulmonary edema, and alveolar
damage associated with impaired lung function, thus mimicking the exudative phase of ARDS.%%:>8
The evaluation of the general and pulmonary condition of the mice, lung injury scores, pulmonary
edema formation, and the inflammatory response on D7 after the bleomycin challenge showed

that none of the compounds had a significant effect on these parameters in this ALl animal model.
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Materials and methods
Ethical approval

All procedures on animals were approved by the Institutional Animal Protection Committee (CIPA,
approval reference #CM20028Ebs) of the Centre de recherche du Centre hospitalier de
I’'Université de Montréal (CRCHUM), according to the guidelines of the Canadian Council on

Animal Care (CCAC).
Animal care

Wild-type C67BL/6 mice, originally purchased from Charles River Laboratories (445 Bd Armand-
Frappier, Laval, Quebec H7V 4B3), were maintained by breeding at the CRCHUM animal care
facility from our mouse colony which was backcrossed every 10 generations. Mice were housed
under standard humidity and lighting conditions (12:12-h light/dark cycles) and allowed free

access to a standard mouse diet and water ad libitum.
Bleomycin-induced lung injury model

Experiments were conducted on 6- to 13-week-old female and male mice randomized into control
(PBS) and bleomycin (Bleo) groups (matched for age and sex). Specifically, mice were anesthetized
with isoflurane (4 %) prior to intranasal (IN) instillation of 50 pl of PBS or bleomycin (Bleo, 3U/kg ;
MaynePharma Canada, Qc, Canada) on day 0 (DO).

Treatments with IL-18 and —IL-6 receptor antagonists

Mice from the control group (IN with PBS) were injected subcutaneously (SC, 200 ul) with saline
(0.9 %, vehicle, twice daily, from day 0 to day 6; Saline-PBS), while mice from the bleomycin group
(IN with Bleo) were randomly divided into 5 experimental subgroups with the following
subcutaneous injections (200 ul, twice daily, from day 0 to day 6): saline (0.9 % ; Saline-Bleo),
Kineret (Amgen; 12.5 mg/kg/injection; KIN-Bleo), rytvela (property of the Université de Montréal,
1 mg/kg/injection; Ryt-Bleo), tocilizumab (Genentech; 10 mg/kg/injection; TCZ-Bleo), HSJ633
(property of the Université de Montréal; 1 mg/kg/injection; 633-Bleo) or a combination of rytvela

and HSJ633 (1 mg/kg/injection of each compound; Ryt+633-Bleo). Experimental procedures and
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outcome measures (detailed in the following sections) were performed on day 7 after the

bleomycin challenge (i.e. during the acute exudative inflammatory phase).
Physiological parameters

Mice were weighed daily to calculate the body weight changes (reported as % of initial weight).
In accordance with the CCAC standards and after daily animal assessment by the CRCHUM animal
care staff, mice were also monitored for potential endpoints (respiratory failure, loss of more
than 30 % of the initial body weight, prostration, uncontrollable pain, dehydration), according to
the procedure approved by the CRCHUM Institutional Animal Care Committee. On day 7, none of

the animals reached these combined endpoints, and no mortality was observed.
Euthanasia

For all procedures, except those involving measurements with the epoc® Blood Analysis System
(Siemens Healthineers, Oakville, Ontario, Canada), mice were sacrificed on day 7 after the
bleomycin challenge by intraperitoneal (IP) injection of an overdose of pentobarbital (75 mg/kg)

followed by sectioning of the inferior vena cava.
Measurements of blood pH and pCO; with the epoc® blood Analysis system

To reduce the number of animals needed per procedure/measured outcome, in accordance with
the 3Rs principles (CCPA), mice used for blood parameter measurements on day 7 were also used
for other analyses, in particular for lung histological assessment or inflammatory profiling after
bronchoalveolar lavage (BAL) collection. On day 7, mice were deeply anesthetized with isoflurane
(3 % mixed with 21 % O, and medical air), prior to venous blood sampling using a heparinized
needle and syringe for measurement of blood pH and pCO;(partial pressure of carbon dioxide)
using the epoc® Blood Analysis System. Mice were then euthanized by cutting the inferior vena
cava, followed by cervical dislocation, to allow subsequent lung sampling and outcome

measurements to be performed (as described below).
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Water-lung-content measurement (as an index of lung edema)

After sacrifice on day 7, the lungs were removed and directly weighed (wet weight). They were
then heated to 95 °C for 24 h to measure the dry weight and then to calculate the water-lung-

content (WLC) ratio ([wet weight — dry weight] / DO body weight).
Bronchoalveolar lavages (BALs)

In another series of experiments, bronchoalveolar lavages (BALs) were performed after
euthanasia on day 7 post-bleomycin challenge by proceeding with 3 repeated intratracheal (IT)
instillations of 1 ml of PBS, which were then pooled together on ice. After centrifugation (700 g,

4 °C, 8 min), the supernatant was aliquoted and stored at -80 °C until further use (see below).
Measurements of protein concentration in BALs

Protein concentration in BAL supernatants was determined by the Bradford method (Bio-Rad Life

Science, Mississauga, ON, Canada).
Total and differential immune cell counts

Cell pellets obtained after BAL centrifugation were resuspended in 400 ul of PBS, before counting
the total number of cells in a hemacytometer. Cell suspensions were then diluted to an
approximate density of 4x105 cells/ml before cytocentrifugation (850 rpm [82 g]), 6 min, Cytospin
4 Cytocentrifuge, Thermo Scientific, Runcorn, UK) onto glass slides (8x104 cells/spot). Cells were
then stained with Eosin Y (71225; Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, USA) and Harris
Hematoxylin (Hg Free; 10143-608; VWR, Radnor, USA) to allow differential cell counting (number
of neutrophils reported as a percentage of a total of 400 leukocytes/slide). For a more accurate
total cell count, the glass slides were scanned at 200x (Aperio Versa 200; Leica Biosystems Inc.,
Concord, Canada) and then analyzed using Visiopharm® software (Visiopharm, Hoersholm,

Denmark).
RNA extraction and real-time quantitative PCR

After harvesting, the lungs were immediately snap frozen in 2-methylbutane on dry ice and stored

at -80 °C until needed. One of the lungs was crushed in liquid nitrogen and the total RNA was
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extracted using the Rneasy mini Kits (QIAGEN, Toronto, Canada). The RNA concentration and
purity were assessed using a NanoDrop™ One Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Madison, USA). Samples without 0D260/280 > 1.8, 0D260/230 > 1.8, were disqualified. The RNA
integrity was also verified by migrating the samples onto an agarose gel (1 %) containing SYBR
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, Canada), visualized with the Typhoon Gel Imager
(Typhoon TRIO variable mode imager, General Electric Healthcare) and the Image Lab software
version 6.0.0 (Bio-Rad, Hercules, CA). The RNA extracts were then treated with Dnase (DNA-free™
DNA Removal Kit, Invitrogen) before reverse transcription of RNA (1 pg) into cDNA using the

iScript Reverse Transcription SuperMix Kit (Bio-Rad).

For PCR amplification and quantitative analysis of IL-6, KC (the murine equivalent of human IL-8),
TNF-a, and MCP-1 gene expression levels, 5 ng of cDNA was amplified using the SYBR Green
Master Mix Kit (172-5124; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in real-time PCR systems (Roche
LightCycler (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, USA) and Corbett Rotor-Gene RG-6000
Real-Time PCR Analyzer (Qiagen Canada, Toronto, Canada)) in the presence of 337.5-500 nM of
forward and reverse primers designed on the National Center for Biotechnology Information
Primer Blast website and synthesized by Integrated DNA Technologies (Canada based) (see
sequences in Table 1). All kits were used according to the manufacturer’s instructions. The delta-
delta Ct method (2—-AACt method) was used to calculate the relative expressions, compared with
control groups, and the expression level of the housekeeping gene 18S (AM1718; Invitrogen) was

used for normalization [TABLE 1 HERE].
Lung collection and histological analyses

On day 7 after the bleomycin challenge, the lungs were carefully inflated with 500 ul of 10 %
formalin (ChapTec, Montréal-Est, Canada) prior to harvest, and then immersed in formalin. Fixed
lung tissues were placed in 4 % paraformaldehyde, dehydrated in a series of ethanol solutions of
increasing concentrations (70 %, 95 %, 99 %), cleared in xylene, embedded in paraffin, and
sectioned (4 um) at the CRCHUM Molecular Pathology Core Facility. Lung sections were stained
with hematoxylin (VWR) and eosin-Y (Richard-Allan) (H&E) before scanning at 200x (Aperio Versa

200). A blinded histological analysis of the whole section of each lung was performed by Dr. Feryel
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Azzi (Pathologist, Molecular Pathology Platform, CRCHUM) and Dr. Guillaume St-Jean (Assistant
Professor of Veterinary Anatomical Pathology, Faculty of Veterinary Medicine, Université de
Montréal), who defined a qualitative score for the severity of lung injury, adapted from a well-
recognized scoring system used to evaluate experimental ALl in animals 59. The area of damaged
zones (as a percentage of the total lung section) and an average score, from 0 to 3, of

inflammation and septal thickening for these injured zones were then assigned to each section.
Statistical analysis

Data are presented as mean + standard error of the mean (SEM). Graphs and statistical analyses
were performed using GraphPad Prism software (GraphPad Prism version 9.3.1 for Windows,
GraphPad Software, San Diego, California USA). Normality tests (D’Agostino & Pearson) were
performed first, followed by statistical tests, adapted to each type of experiment, as indicated in

each figure legend. A p-value < 0.05 was considered significant.
Results

Before examining the effect of treatments targeting IL-1 and -IL-6 receptors on the main features
of the exudative phase of bleomycin-induced acute lunginjury (i.e. lung damage, edema flooding,
and inflammatory response), we assessed the general condition of the animals in our
experimental groups. While the average body weight of the control group (Saline-PBS) remained
stable, mice instilled with bleomycin (3 U/kg ; Saline-Bleo, KIN-Bleo, Ryt-Bleo, TCZ-Bleo, 633-Bleo,
and Ryt+633-Bleo groups) gradually lost weight, resulting in a statistically significant difference in
mass change starting from D4, compared with the control group (Fig. 1A). On day 7, the average
body mass change of the Saline-PBS group was -2.1 % + 0.6, compared to -14.9 % * 1.0 for Saline-
Bleo (Fig. 1B). Treatments with the IL-1Ra and IL-6Ra in mice instilled with bleomycin (KIN-Bleo,
Ryt-Bleo, TCZ-Bleo, 633-Bleo, and Ryt+633-Bleo) had no significant beneficial effect on mass

change (Fig. 1A-B). The survival rate was 100 % for each group (data not shown).

Bleomycin caused a significant increase (>40 %) in venous pCO; in both the saline (Saline-Bleo)
and treatment (KIN-Bleo, Ryt-Bleo, TCZ-Bleo, 633-Bleo, and Ryt+633-Bleo) groups (Fig. 1C),

indicating an impaired respiratory function. Venous pH also tended to be more acidic in all groups
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receiving bleomycin, although no significant difference was found between the mean of the

Saline-PBS and the Saline-Bleo groups (Fig 1D).

Histological analyses of lung tissues collected at D7, based on a scoring defined by pathologists
(Fig. 2A), revealed the presence of an inflammatory infiltrate and diffuse pulmonary injury in the
vast majority of the bleomycin-challenged mice (Fig. 2B-D). Approximately 5-20 % of the lung area
of these bleomycin-challenged mice showed foci of acute injury (Fig. 2D). While the control group
had no ALl foci at all, lungs from the bleomycin groups exhibited inflammation and septal
thickening scores (from 1 to 3) within the damaged foci, with no apparent beneficial effect of IL-

1Ra and IL-6Ra treatments on the injury scores (Fig. 2B-D).

While protein concentration in bronchoalveolar lavages (Fig. 2E), an indicator of lung injury, was
~8-fold higher after the bleomycin challenge, none of the treatments with IL-1p and -IL-6 receptor

antagonists attenuated this increase.

Similarly, the different treatments did not prevent the development of pulmonary edema,
induced by bleomycin, as shown by the measurements of water-lung-content ratio in all groups

tested (Fig. 3).

Finally, the effect of the IL-1B and IL-6 receptor antagonists on the bleomycin-induced
inflammatory response was evaluated. We verified that the total number of infiltrating cells was
increased after the bleomycin challenge (by 3.7 fold), as well as the proportion of neutrophils in
BALs (Fig. 4A-B). Treatments targeting IL-1B and -IL-6 receptors showed a slight, although not

significant, downward trend for these parameters.

Bleomycin instillation also induced an increase in pro-inflammatory cytokine/chemokine mRNA
levels in the whole lung (Fig. 4C-F), as indicated by quantitative real-time RT-gPCR measurements
of MCP-1 (a macrophage chemoattractant), KC (the murine equivalent of IL-8; a neutrophil
chemoattractant), TNF-a, and IL-6. Treatment with the receptors antagonists did not significantly

reduce these pro-inflammatory molecules.
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Discussion

Our results showed that the administration of IL-1R and IL-6R antagonists failed to prevent body
weight loss, improve lung integrity and edema resolution, and reduce the inflammatory response

in bleomycin-challenged mice at D7.

As expected, bleomycin instillation resulted in a significant loss of body weight, when compared
to the control group; however, treatment with IL-6Ra and/or IL-1Ra did not alleviate this weight
loss (Fig. 1A and B). In a murine model of LPS-induced ALI, Kineret was previously shown, at an
early time point (day 2), to reduce weight loss, which was however no longer different from
untreated LPS mice by day 7.°' Similarly, we previously reported that the glucocorticoid

dexamethasone failed to prevent the bleomycin-induced weight loss over a 7-day period.?

A large proportion of bleomycin-challenged mice (but not control mice), exhibited an increase in
pCO2 and an acidification of pH, indicating a state of respiratory acidosis (Fig. 1 Cand D). Likewise,
a recent paper® reported blood gas analyses indicative of hypercapnia, hypoxemia, and acidosis,
occurring on day 7 after bleomycin. Our measurements also showed that treatment with the
different compounds did not improve the observed respiratory acidosis in bleomycin-challenged
mice. In experimental studies of ALl induced by LPS and/or mechanical ventilation (ventilator-
induced lung injury, VILI), blood gas analyses have shown conflicting results on the efficacy of
IL1/6 antagonists, with either an improvement in hypoxemia®-®? or a lack of benefit on O2

saturation in the study by Wang et al.>?

Our results demonstrated that the IL-1Ra and IL-6Ra were ineffective in preventing lung injury, as
evidenced by histopathologic scores and BAL protein concentration (Fig. 2). In some other models
of ALl (induced either by OA, LPS, or sepsis), beneficial effects of tocilizumab on lung injury scores
were observed.*®>0 While the literature reports a lack of effect of Kineret on histopathologic
scores and protein levels in the lavage solution in an animal model of mechanical ventilation (MV)
combined with LPS>%%1, 3 significant decrease in BAL protein concentration was observed in an
inflammatory model induced by LPS alone®l. We have also previously shown that rytvela is more

effective than Kineret in preventing the lung injury observed in adolescent mice following
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antenatal IL-1f injection and that it is beneficial in promoting lung tissue integrity in both IL-1B-

and LPS-induced preterm birth models. 6>’

Water-lung-content ratios show no improvement in the resolution of edema in groups of
bleomycin mice treated with the IL-1Ra and IL-6Ra (Fig. 3). These data are inconsistent with what
Zhu et al*° obtained with a single IP injection of tocilizumab (4 mg/kg) in a rat cecal ligation and
puncture (CLP) model or to what Frank et a/®? observed in a VILI rat model with a loading dose of
intra-jugular IL-1Ra (10 mg/kg) prior to MV, followed by a continuous infusion (10 mg/kg/h)
throughout the protocol. Therefore, differences in protocols, doses, and models may explain

these conflicting results.

Analyses of the bleomycin-induced inflammatory response, by measuring immune cell counts in
BALs and cytokine levels in lung tissue, showed, as expected, a rise in immune cell counts and
neutrophil infiltration as well as an increase in MCP-1, KC, TNF-a, and IL-6 mRNA at D7 in all groups
of bleomycin-challenged mice (Fig. 4). Although a downward trend was observed for some
parameters, none of the IL-6Ra and IL-1Ra compounds produced a statistically significant effect
on this inflammatory response. Evidence from the literature regarding the potential anti-
inflammatory effects of tocilizumab? % and Kineret*”:°%61763 in various animal models of ALl is
conflicting and varies depending on the experimental conditions. Analysis of short and long time
points (day 1 and 14) after bleomycin (15 mg/kg at DO) in mice treated with Kineret (1 mg/kg)
previously showed a reduction of neutrophil infiltration (at D1 and at D14) and pro-inflammatory

cytokines (at D1, KC, IL-6, IL-1B)%4.

In summary, our study did not show a beneficial effect of the antagonists of IL-1R and IL-6R in our
ALl model and analysis of the literature reflects a lack of consensus regarding the ability of
tocilizumab and Kineret to improve key parameters of ALl. Nevertheless, the overall evidence
from the literature suggests that in animal models of ALl where inflammation is the primary
source of injury (LPS, Poly I:C + spike), beneficial effects of tocilizumab and/or Kineret on at least
some of the parameters of ALl have been reported.*”#&>1Similarly, in a recent clinical trial, ferritin,

an inflammatory marker, was positively associated with better clinical outcomes of tocilizumab
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treatment.®> Therefore, treatment with IL-1Ra or IL-6Ra may be more optimal in patients

presenting ARDS subphenotypes with specific inflammatory profiles.

Conversely, when the primary cause of the observed lung structural damage is not directly due
to the damaging effects of inflammatory cytokines (such as IL-6 and IL-1pB), drugs that act on IL-6
or IL-1 receptors may be ineffective. Similarly, in animal models that exhibit extensive lung
damage and pulmonary edema in addition to inflammation, thus mimicking the key features of
ARDS3°8, there is, to the best of our knowledge, no clear evidence of beneficial effects of IL-6R or
IL-1R antagonists at the peak of the acute exudative phase of ALl (day 7), which is a critical time
point for ARDS resolution.®® The bleomycin-induced ALI model is one such example, as bleomycin
causes tissue damage by inducing DNA breakage, free radical production, and ultimately cell
death (at least in part via ferroptosis).>®66-%8 The lack of beneficial effects of IL-1 and IL-6 receptor
antagonists observed in our study using this model suggests that although IL-1B and IL-6 are
produced, these cytokines may not be the primary contributors to the observed damage at D7.
Furthermore, in a previous study, we showed that targeting inflammation, with a broad-spectrum
anti-inflammatory drug (dexamethasone) failed to improve the resolution of bleomycin
outcomes, particularly mortality rates, immune cell infiltration, and pulmonary edema, likely due
to residual alveolar damage and impairment of repair processes.?’ Due to the importance of the
lesional component of ARDS>>¢, the development of novel therapeutic approaches that promote
the restoration of alveolar integrity and function, e.g. with mesenchymal stromal cells®® or by
targeting key proteins involved in epithelial repair processes, is critical for the recovery of ARDS
patients, before the establishment of irreversible fibrosis. Compelling evidence suggests that a
class of membrane proteins, i.e. K+ channels, play an important role in epithelial repair and play
a protective role in animal models of epithelial injury.”%72 Our data also indicate that these ion
channels also regulate alveolar fluid clearance in vitro and in vivo.”>7® Thus, such strategies
favoring the resorption of pulmonary edema and the restoration of epithelial integrity, combined
with anti-inflammatory treatments, may thus be beneficial for ARDS resolution. Further studies,
in complementary models of ALl, may be useful to evaluate the efficacy of IL-1R and IL-6R

modulators, in combination with pro-regenerative strategies.
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Table with caption

Table 1. Primer sequences and RT-gPCR conditions

Gene Primer sequence aner. Cyc!n-lg
concentration condition
F: 5" AGACAAAGCCAGAGTCCTTCAG-3'
-6 R: 5-TGCCGAGTAGATCTCAAAGTGA-3' 93°C - 30s
e — — 33750M  40x(95°C - 15s
INF-a F: 5-TCAGCCGATTTGCTATCTCATA-3 +60°C - 60s)
R: 5-AGTACTTGGGCAGATTGACCTC-3'
F: 5-AGCTGTAGTTTTTGTCACCAAGC-3' °C - i
CCL2 (MCP-1) 95°C - 10 min +
R: 5-GACCTTAGGGCAGATGCAGT-3' 500 oM 40 x (95°C - 10s
F: 5"-TGAAGCTCCCTTGGTTCAG-3' ' +60°C - 20s
CXCL1 (KO) +72°C - 20
R: 5-GGTGCCATCAGAGCAGTCT-3' - 20s)
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Figure 1. Effect of treatments with IL-1 and IL-6 receptor antagonists on body weight changes and

pulmonary function in mice after bleomycin-induced acute lung injury.
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Figure 2. Effect of treatments with IL-1 and IL-6 receptor antagonists on lung damage after

bleomycin-induced acute lung injury at D7.
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bleomycin-induced acute lung injury at D7.

100



>

3%105 ] *k kkkH  hkERE Ak K
1 .
3 ° °
.
E 2%105 °
cu
@ o o
‘g o : 0g 920 °
(=} i 0, gg‘:' go
o 1x10°5 °© éﬂ :% 00
2 T 838 %3 e 3
g . 86 g*‘—' 8 o o3
o8 o % N °o & 0580
% L @
0 o
SC: Saline Saline KIN Ryt TCZ 633 Ryt+633
IN: PBES Bleo Bleo Bleo Blec Bleo Eleo
g 256+ de ek ek de ek dek ek ek ok ke
E 128 .
ow 64+
o [}
T °g  og
O o 32 T}:T Q00 ° o0
2o o 380 oe, og3 e
33w o W
@
o« ﬁ 81 : ° 8 o
Ew® o °
- E 44 ]
L
o o
(SIS 27
E - éé
2 | 878s
"SC:saline Saline KIN Ryt TCZ 633 Ryt+633
IN. PBS Bleo Bleo Bleo Bleo Bleo Bleo
Q 329 dhkk  kEkk *kk *k *ie Hi
o -
8
= a 16
(1]
w
T~ 84 o -]
-]
[-}y-] o
L1 o -] o
<3 4 0, 80 8 °
= o o ol
g 8 ° b o83 o %
13 © 21 - : o8 =] @ oo
o E —%— *" 0% B 80 apo ogge0 0880
(T N Fgoo0 * 8 o °
zZ< N
= 05{ %
| -]
- 0.25 T T T T T T T
SC:Saline Saline  KIN Ryt TCZ 633 Ryt+633
IN: PBS Bleo Bleo Bleo Bleo Bleo Bleo

BAL : Percentage (%)
of neutrophils

o

KC mRNA fold change
(normalized to 18S)

TL

TL : IL-6 mRNA fold change ™M
(normalized to 18S)

501 dededok ek dededrk hedhdek dededwd kkkdk
-
404
301 o
204 -
o
g o ©
%8 0% 4 g oPe 2
10 13 By o o &
H o0 28 ecBo off
L] oo =] =]
0- T T T T T T
SC:Saline Saline KIN Ryt TCZ 633 Ryt+633
IN: PES Bleo Bleo Bleo Bleoc Bleo Bleo
324 dhkd hdk wk * ok *k
16+ .
]
84
-]
4 -i : . % 4 X
g g % 2 oo g §
. o0 % Too °
24 . 8 o® o °
8 e0 a o
14 o
&
000
0.5 T T T T T T T
S5C: Saline Saline KIN Ryt TCZ 633 Ryt+633
IN: PBS Bleo Bleo Bleo Bleo Bleo Bleo
12&- oo e e deddede dedkkdk dededk ek de e dedkded
64 * °
" o
321 . g . ° -
16 _:_.’_ﬁ_ %9g0 g 2 o og
8- sgate §°o g oo% ? Bgia % o,
=} =}
I T A
o - o
24
o &
0.5 oo
0.25 T T T T T T T
SC:Saline Saline KIN Ryt TCZ 633 Ryt+633
IN: PBS Bleo Bleo Bleo Bleo Eleo Bleo
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response after bleomycin-induced acute lung injury in mice at D7.
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Figure captions

Figure 1. Effect of treatments with IL-1 and IL-6 receptor antagonists on body weight changes
and pulmonary function in mice after bleomycin-induced acute lung injury. Mice received IN
instillation of bleomycin (Bleo, 3 U/kg) or PBS on day 0 and were injected (SC) twice daily with
either vehicle (Saline) or IL-1 and IL-6 receptor antagonists (Kineret® 12.5 mg/kg/dose, rytvela
1 mg/kg/dose, tocilizumab 10 mg/kg/dose, HSJ633 2 mg/kg/dose or a combination of
rytvela+HSJ633) for 7 days. Mean change in body weight over time (A) and individual mass change
on day 7 (B), N = 32-35. Venous pCO; (C) and pH (D) on day 7, N = 10-12. A. was analyzed with
mixed-effects model (restricted maximum likelihood) and Dunnett’s multiple comparisons versus
Saline-PBS (* p < 0.05 for each condition) and versus Saline-Bleo (p = 0.05 not showed). B. was
analyzed with Welch’s ANOVA test and Dunnett’s T3 multiple comparison test and C. — D. with
Kruskal-Wallis and Dunn’s multiple comparisons test. Multiple comparisons against Saline-PBS
(**** p<0.001, *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05, NS p =20.05) and against Saline-Bleo (p =

0.05 not shown). Dots are individual mice and red lines are mean + SEM.

Figure 2. Effect of treatments with IL-1 and IL-6 receptor antagonists on lung damage after
bleomycin-induced acute lung injury at D7. Mice received IN instillation of bleomycin 3 U/kg or
PBS at DO and were injected (SC) twice daily with either vehicle (Saline) or IL-1 and IL-6 receptor
antagonists (Kineret® 12.5 mg/kg/dose, rytvela 1 mg/kg/dose, tocilizumab 10 mg/kg/dose,
HSJ633 2 mg/kg/dose or a combination of rytvela+HSJ633) for 7 days, N = 7-9. A. Representative
images of the H&E-stained lung parenchyma for each score level (scale (black line) = 200 um, 200
X magnification). B. Percentage of mice per score of inflammation (X2 [18 degrees of freedom
(df), N =55] =53.04, p < 0.0001) and (C) septal thickening (X2 [18 df, n = 55] = 60.14, p < 0.0001).
D. Percentage of zones with acute injury per lung section, Kruskal-Wallis and Dunn's multiple
comparison test. E. Protein concentration in BALs, indicator of alveolar injury (Welch's ANOVA,
Dunnett's T3 multiple comparisons test, N = 16-17). Multiple comparisons versus Saline-PBS (****
p <0.001, *** p <0.001, ** p<0.01, * p<0.05) and versus Saline-Bleo (p = 0.05 not shown). Dots

are individual mice and red lines are mean + SEM.
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Figure 3. Effect of treatments with IL-1 and IL-6 receptor antagonists on lung edema after
bleomycin-induced acute lung injury at D7. Mice received an IN instillation of bleomycin 3 U/kg
or PBS at DO and were injected (SC) twice daily with either vehicle (Saline) or IL-1 and IL-6 receptor
antagonists (Kineret® 12.5 mg/kg/dose, rytvela 1 mg/kg/dose, tocilizumab 10 mg/kg/dose,
HSJ633 2 mg/kg/dose or a combination of rytvela+HSJ633) for 7 days. Kruskal-Wallis test, Dunn's
multiple comparison test, N = 7-8. Multiple comparisons versus Saline-PBS (*** p < 0.001, ** p <
0.01, * p < 0.05) and versus Saline-Bleo (p = 0.05 not showed). Dots are individual mice and red

lines are mean = SEM.

Figure 4. Effect of treatments with IL-1 and IL-6 receptor antagonists on the inflammatory
response after bleomycin-induced acute lung injury in mice at D7. Mice received an IN
instillation of bleomycin 3 U/kg or PBS at DO and were injected (SC) twice daily with either vehicle
(Saline) or IL-1 and IL-6 receptor antagonists (Kineret® 12.5 mg/kg/dose, rytvela 1 mg/kg/dose,
tocilizumab 10 mg/kg/dose, HSJ633 2 mg/kg/dose or a combination of rytvela+HSJ633) for 7 days.
Total number of cells (A) and percentage of neutrophils (B) in BALs, N = 15-16. mRNA (from total
lung, (TL)) fold changes normalized to 18S for MCP-1 (C, N = 10-12), KC (D, N = 7-10), TNF-a (E, N
= 16-19), IL-6 (F, N = 16-19). Data set were analyzed using Kruskal-Wallis and Dunn's multiple
comparison test. Multiple comparisons versus Saline-PBS (*** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05,
NS p = 0.05) and versus Saline-Bleo (p = 0.05 not shown). Dots are individual mice and red lines

are mean = SEM.
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Chapitre 4 : Discussion

Mes travaux de maitrise ont permis de démontrer que les antagonistes du récepteur de I'lL-1
(Kineret, rytvela) ainsi que de I'lL-6 (tocilizumab, HSJ633) n’ont amélioré aucun des différents
parametres caractéristiques du SDRA (perte de poids, pH et pCO; [pression partielle en dioxyde
de carbone]), score histologique, indice d’cedéme pulmonaire et marqueurs d’inflammation) dans

un modele d’ALl induit par la bléomycine.

4.1 : Interprétation des résultats obtenus

4.1.1 : Perte de poids

Nos résultats ont montré que les souris instillées avec de la bléomycine perdaient du poids de
manieére significative a partir du jour 4 et que cette perte se poursuivait de maniere relativement
continue jusqu’au jour 7 (J7). Les traitements (Kineret, tocilizumab, rytvela et/ou HSJ633) n’ont
pas permis de prévenir cette perte. Engeroff et al. ont aussi mesuré la perte de poids des jours O
a 7 dans un modele d’ALl induit par LPS et ont trouvé que le Kineret (50 mg/kg SC, 2 fois par jour)
avait permis de minimiser la perte de poids sur cette période, mais de maniéere statistiquement
significative a J1 et J2 seulement (203). Les raisons pouvant expliquer les résultats en fonction du
modele d’ALl utilisés sont discutées plus en détail a la section 4.4. De maniére similaire, nous
n’avions pas observé d’effet bénéfique du dexaméthasone sur la perte de poids (JO a 12) dans un
modele d’ALl induit par la bléomycine (4 U/kg, 50 pl), mais cela était peut-étre di au fait que les

glucocorticoides peuvent entrainer une atrophie musculaire (179).

Habituellement, des souris n’ayant pas recu d’insulte devraient gagner du poids. Nous avons
toutefois noté qu’a J7, la plupart des souris contréles (instillées avec du PBS) avaient subi une
légere perte de poids en comparaison a JO. Il se peut que cet effet soit di au stress causé par les
injections et les contentions que les souris devaient subir deux fois par jour. Il serait possible de
mesurer certains biomarqueurs du stress, comme les niveaux de corticostéroides, afin de

confirmer ou d’infirmer cette hypotheése.
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4.1.2: Changement des gaz sanguins

A J7, une augmentation significative de la pCO, était observable pour tous nos groupes de souris
instillées avec de la bléomycine, en comparaison au groupe controle (Saline-PBS). Une tendance
a la baisse était aussi observable pour le pH, bien que seuls les groupes KIN-Bleo et TCZ-Bleo
étaient significativement différents du groupe controle. Le fait que la pCO, augmentait de
maniére significative alors que le pH baissait de maniére plus modérée indique une possible
compensation (par les ions bicarbonates). Cependant, en observant la distribution des souris pour
ces deux parameétres (et pas seulement la moyenne), il est possible de remarquer que dans
chaque groupe instillé a la bléomycine, plusieurs souris dépassaient les seuils de pH < 7,35
(acidose) ou de pCO,>45mmHg (hypercapnie), qui, lorsque combinés, délimitent
habituellement le seuil d’acidose respiratoire. Aucun des différents traitements par les
antagonistes n’a permis d’améliorer ces deux parametres respiratoires. Kitzerow et al. ont
rapporté des résultats similaires (pCO, augmentée et pH diminué, tous deux de maniere
statistiquement significative) dans du sang artériel a J7 post-instillation de bléomycine

(2,5 mg/kg, pas de traitement) chez des rats (228).

Dans la littérature, Frank et al. ont rapporté ne pas avoir détecté d’augmentation de la paCO,
(pression artérielle en CO,) ou de diminution significative du pH dans un modéle de VILI chez le
rat. lls ont cependant observé une baisse de la PaO, au temps 4 h, qui était prévenue dans le
groupe traité au Kineret (229). Similairement, Jones et al. ont rapporté un effet bénéfique du
Kineret (10 mg/ml, 2 pl/g intratrachéal) sur le pourcentage de saturation en O, a 4 h dans un
modele d’ALl induit par LPS combiné a la ventilation mécanique (230). En contraste, au méme
temps (4 h) et dans un modele similaire d’ALl induit par LPS et par une ventilation mécanique,
Wang et al. ont montré que le Kineret seul (10 mg/ml, en aérosol pendant 1,5 heure) ne

permettait pas d’améliorer le pourcentage de saturation en O, (199).

Nous avions choisi d’utiliser le sang veineux, car cela nous permettait d’avoir accés de maniére
réplicable a 200 pl de sang. Cependant, il serait intéressant, dans le cadre de futures expériences,
de réussir a obtenir des échantillons de sang artériel, puisque le sang veineux, en plus d’étre
grandement désoxygéné, contient plus de CO, (environ 4 a 6 mmHg de plus) et est légerement
plus acide (environ 0,02 a 0,05 unité de plus) que le sang artériel (231,232). Prélever le sang du
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ventricule gauche du cceur pourrait étre une option, mais il faudrait développer une expertise
permettant de piquer dans le bon ventricule sans aller trop profondément et risquer d’atteindre

les poumons. Utiliser un plus gros animal, tel que le rat, pourrait étre une autre alternative.

Nous avions aussi choisi d’utiliser 'isoflurane pour anesthésier les animaux, car cela nous
permettait de facilement récolter le sang dans des souris toujours vivantes. De plus, Schwarzkopf
et al. ont démontré que cette méthode d’anesthésie n’a d’effet ni sur les parametres gazeux
sanguins ni sur le pH. Par contre, elle affecte le glucose et le lactate (233,234). Puisque ces
données ont été mesurées en méme temps que les parameétres gazeux dans nos expériences
grace a I'appareil epoc, il faudrait prendre en compte cette limitation lors de I'interprétation des
valeurs de glucose et de lactate. Toutefois, nous n’avons pas rapporté ces données, car aucun

effet de la bléomycine n’était observé.

Ces résultats de parameétres sanguins, combinés a ceux de la perte de poids, indiquent que dans
notre modele d’ALl, aucun des antagonistes n’a d’effet bénéfique sur I'état de santé général de
la souris, tandis que la littérature rapporte des résultats divergents (soit neutres ou

encourageants).

4.1.3: Analyses histologiques suite a I'agression induite par la bléomycine

Nos souris ont développé a J7 des dommages pulmonaires qui se présentaient sous la forme d’une
atteinte hétérogéne (avec des zones saines et d’autres présentant des dommages plus ou moins
sévéres au sein d’un méme poumon), typique de I’ALl induit par la bléomycine administrée
directement (de maniére intratrachéale ou intranasale) (235,236). Les foyers lésionnels se
caractérisaient entre autres par un épaississement du septa alvéolaire ainsi que par une
infiltration de cellules immunitaires (notamment des neutrophiles) dans l'interstitium et la
lumiére alvéolaire, se traduisant par des scores de O (normal) a 3 (important
épaississement/importante infiltration de cellules immunitaires). Sauf pour une souris se portant
étonnement bien en tocilizumab, aucune amélioration notable ne fut apportée par les différents
traitements avec les antagonistes des récepteurs de I'lL-1 et de I'IL-6, tant au niveau du

pourcentage d’aire atteinte que des scores de dommages.
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Wang et al. ont aussi rapporté un manque de bénéfice du Kineret sur le score histologique dans
un modele de LPS + ventilation mécanique (204). De maniere intéressante, Kobayashi et al. ont
démontré un effet néfaste de I'inhibition de I'lL-6 (et non de IL-6R) sur le score fibrotique
d’Ashcroft a J7 (et aucun effet a J14) lorsque le traitement était effectué aux jours 0, 1 et 3, mais
un effet bénéfique sur ce méme score a J14 lorsque le traitement était effectué aux jours 8, 9 et
10 dans un modele murin induit par instillation de bléomycine intranasale (3 mg/kg) (144). En
contraste, des résultats positifs ont été observés pour le tocilizumab dans des modéles d’ALl

induits par acide oléique, par LPS ou par une ligature ceecale et ponction (200-202).

Des résultats encourageants avaient aussi montré que le rytvela permettait de limiter les
dommages pulmonaires (comptes et tailles alvéolaires, nombre de septas et épaisseur du
parenchyme pulmonaire), qui pourraient aussi se qualifier de défauts de développement, dans
des modeles de prématurité murine induite par I'lL-1B ou par LPS. Lorsque comparée au Kineret

dans ces modeles, I'efficacité de rytvela était égale ou supérieure (221,222).

Dans le cadre de futures études (pas nécessairement en lien avec les anti-inflammatoires), il serait
pertinent de considérer induire des dommages histologiques légerement plus importants en
augmentant un peu la dose de bléomycine (de 3 a 4U). Cela aurait pour effet d’accroitre le
contraste entre les groupes contrdles (Salin-PBS et Salin-Bleo), permettant potentiellement a un
groupe traitement de se démarquer plus facilement de ces derniers. Toutefois, il faut noter que
la dose de bléomycine que nous avons utilisée a été optimisée pour éviter une trop forte
mortalité. Pour des raisons éthiques, ce parameétre devrait donc étre surveillé si la dose devait

étre augmentée.

De plus, plusieurs autres parameétres pourraient étre mesurés afin d’obtenir un portrait plus
complet de I'atteinte chez les souris instillées avec la bléomycine, traitées ou non avec les
antagonistes. Par exemple, il serait possible d’effectuer des essais d’'immunofluorescence ou
d’'immunohistochimie afin d’observer des marqueurs indicatifs de I'intégrité des jonctions serrées
(ZO-1 [zonula occludens 1], occludine...) ou spécifiques des cellules de I'épithélium alvéolaire en
elles-mémes (proSP-C pour les ATIl et AQP5 [aquaporine 5] ou podoplanine pour les ATI). Il serait

aussi possible d’observer des marqueurs d’apoptose généraux (AIF [apoptosis-inducing factor],
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caspase-3 activée...), des marqueurs de prolifération cellulaire (Ki67) ou méme du IL-1R (afin de
voir si sa régulation entraine une modification de son expression et de pouvoir observer |'effet de

la bléomycine sur ce dernier).

4.1.4 : Concentration en protéines dans les BALs, indice de dommage

La bléomycine entrainait aussi une augmentation de la concentration des protéines retrouvées
dans les BALs qu’aucun des antagonistes n’a réussi a prévenir, indiquant une perte d’intégrité de
la barriére alvéolo-capillaire et la formation typique d’'un cedéme pulmonaire riche en protéines.
Dans la littérature, Engeroff et al. ont démontré un effet positif du Kineret sur la quantité de
protéines retrouvée dans les BALs (modele de LPS), ce qui ne fut pas le cas pour Jones et al. et

pour Wang et al. (tous deux dans des modeles de LPS + ventilation mécanique) (203,204,230).

Ces résultats, combinés aux résultats des scores histologiques, nous ont permis de conclure que
dans notre modele, les différents antagonistes du IL-1R et du IL-6R n’ont pas d’effet sur les

dommages pulmonaires alors que dans la littérature, les résultats sont mitigés.

4.1.5 : Indice d’cedéme pulmonaire

Outre les protéines de BAL détectées en plus grande quantité, I'augmentation du ratio « Water-
Lung-Content » (WLC) indiquait elle aussi la formation d’un cedéme pulmonaire, non prévenu par
les traitements aux antagonistes, chez les souris instillées avec de la bléomycine. En contraste, la
littérature a rapporté des effets bénéfiques du Kineret (« excess lung water » dans un modéle de
VILI chez le rat) ainsi que du tocilizumab (ratio « wet to dry » dans un modéle de CLP chez le rat)

pour des paramétres similaires (202,229).

Nous avions considéré inclure I'cedéme pulmonaire dans notre analyse histologique, mais cet
élément n’était pas observable dans nos échantillons (probablement a cause du formol injecté
dans les poumons afin de maintenir les alvéoles ouvertes). Un des désavantages du ratio WLC est
gu'’il est non spécifique puisqu’il prend notamment en compte la masse des cellules immunitaires
infiltrées ainsi que I'cedeme interstitiel. Afin d’analyser de maniere plus isolée la perméabilité
alvéolo-capillaire, il aurait été possible d’utiliser des techniques telles que celle d’extravasion du

bleu d’Evans.
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4.1.6 : Réponse inflammatoire suite au challenge par la bléomycine

La bléomycine a entrainé une hausse des divers marqueurs pro-inflammatoires observés, soit le
nombre de cellules totales ainsi que le pourcentage de neutrophiles retrouvés dans les BALs et
les niveaux d’expression dans les poumons totaux de diverses cytokines caractéristiques d’'un
profil SDRA (MCP-1 [chimioattractant de macrophages], KC [I'équivalent murin de I'IL-8, un
chimioattractant de neutrophiles], TNF-a et IL-6). Bien qu’une légére tendance a la baisse (suite
au traitement avec les antagonistes, en comparaison au groupe Salin-Bleo) ait été observable
pour la moyenne de chacun de ces parameétres, aucune diminution statistiquement significative
n’a pu étre mesurée. La littérature a rapporté beaucoup de résultats divergeant quant a I'effet du
Kineret ou du tocilizumab sur la réponse inflammatoire. Ces observations contradictoires
s’expliquent probablement par les différents modeéles d’ALl utilisés ainsi que par d’autres
variables = méthodologiques  (dose, fréquence, méthode  d’instillation...)  (200-

204,229,230,237,238).

Dans un modéle d’ALl induit par la bléomycine (15 mg/kg en intranasal, ce qui est tres élevé
comparé a la dose que nous avons utilisée [3 U/kg, correspondant a environ 1.5 a 2 mg/kg]), le
Kineret (10 mg/kg en intrapéritonéal, aux deux jours) a permis de diminuer le pourcentage de
neutrophiles infiltrés a J1 et a J14 ainsi que les niveaux de KC, d’'IL-1 et d’IL-6 a JO (mesurés par
ELISA) (237). Kobayashi et al. ont quant a eux montré que I'administration d’un anticorps anti-IL-
6 aux jours 0, 1 et 2 suivant une instillation de bléomycine (3 mg/kg) entrainait une augmentation
du nombre de cellules totales ainsi que de la proportion de neutrophiles retrouvés dans les BALs
a J7 (144). Je reviens plus en détail sur les différences méthodologiques entre ces études et la
notre dans la section 4.4.4. Une autre étude a rapporté que malgré I'inhibition du IL-1R (induite
par la production d’IL-1Ra recombinant humain via un adénovirus), chez de souris C57BL/6, le
nombre de neutrophiles ainsi que le nombre total de cellules a J3 post-instillation de bléomycine

(0.1 U) n’étaient pas différent du groupe contréle-Bleo (239).

Le fait que le niveau d’IL-6 n’ait pas diminué suite au traitement avec les différents antagonistes
peut s’expliquer par le fait qu’inhiber un récepteur n’équivaut pas a empécher la production de
la cytokine d’intérét. De plus, bien que I'activation du IL-1R entraine théoriquement la production
secondaire d’IL-1B et d’IL-6 (et que I'on pourrait donc s’attendre a une diminution de ces
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cytokines suite au blocage du IL-1R) (66), dans le modéle de bléomycine, I'cedéme et les
dommages peuvent perpétuer I'inflammation, par exemple suite a la détection des DAMPs (voir
section 1.6.4). Ces résultats nous ont donc menés a poser I’"hypothése que dans notre modéle de
bléomycine, I'activation des récepteurs d’IL-1 et d’IL-6 ne semble pas étre I'un des mécanismes
principalement responsables des différentes atteintes observées, puisque les antagonistes les

visant ne permettent pas de prévenir cette atteinte.

Nous avions tenté également de mesurer les niveaux d’IL-1B, une autre cytokine pro-
inflammatoire jouant un réle important en SDRA ainsi que d’IL-10, une cytokine anti-
inflammatoire. Pour I'IL-10, le signal était trop faible pour étre amplifié alors que I'IL-1B ne
semblait pas étre induit par la bléomycine. Ceci s’explique probablement par le fait que le pic d’IL-
1B suite a l'instillation de bléomycine ait été rapporté entre 6 h et 63 h (43), alors que nos mesures
ont été réalisées a J7. Ainsi, notre étude aurait été renforcée par des mesures a des temps plus
précoces (voir section 4.2). Il pourrait également étre intéressant d’étudier I'expression d’autres
cytokines ou alarmines, tel que RAGE (indice de dommages cellulaires), HMGB1 (high mobility

group box 1), IL-1a (qui agit aussi sur IL-1R) ou IL-1Ra endogene.

De plus, il pourrait étre pertinent de comparer les résultats d’expressions géniques (en RT-qPCR)
et protéiques (en ELISA). Effectué sur les poumons totaux, cela permettrait de confirmer que la
hausse en ARNm correspond a une hausse de la protéine d’intérét, alors qu’effectué sur les BALs,
cela permettrait de mesurer la quantité de cytokines sécrétées dans I'espace alvéolaire. Une
analyse des cytokines présentes dans le sang pourrait aussi permettre d’évaluer I'inflammation

systémique.

Une autre perspective intéressante serait d’analyser le contenu cellulaire des BALs grace a la
cytométrie en flux. En plus de nous permettre d’obtenir un compte total et différentiel plus précis,
cette méthode nous permettrait d’obtenir des informations supplémentaires telles que I'état
d’activation des macrophages (plutot pro- ou anti-inflammatoires) ou la présence de cellules

épithéliales desquamées.
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4.1.7 : Résumé de l'interprétation des résultats obtenus

En résumé, aucun des antagonistes n’a permis d’améliorer les différents parametres dans notre
modele d’ALl induit par la bléomycine a J7. La littérature montre plusieurs résultats conflictuels
concernant les effets du Kineret et du tocilizumab et le modéle animal utilisé semble étre une des
causes importantes des divergences observées. Cet aspect est discuté plus en détail a la section
4.4. Concernant le rytvela, il y a peu d’études disponibles en ce moment abordant son effet
thérapeutique sur les poumons et celles trouvées sont dans des modeéles de prématurité, ce qui
est tres différent du modele d’ALl chez I'adulte induit par la bléomycine, présentant une
composante lésionnelle importante. De plus, puisque le HSJ633 est un nouveau peptide
thérapeutique, aucune étude I'utilisant n’a été publiée a ce jour. Ces deux peptides (rytvela et
HSJ633), malgré leur capacité d’inhibition partielle des récepteurs de I'IL-1 et de I'IL-6 permettant
de conserver |'activation de certaines voies cytoprotectrices, n‘ont pas permis d’obtenir des

résultats supérieurs au tocilizumab et au Kineret.

D’autres conditions expérimentales, dont notamment les méthodes, fréquences et doses
d’administration pourraient aussi expliquer les différences observées entre les études de la
littérature, ainsi qu’entre ces études et les résultats présentés dans ce mémoire. Par exemple,
plusieurs études ont utilisé des injections intrapéritonéales pour administrer le traitement, alors
gue nous utilisions des injections sous-cutanées (200—202). Il est aussi possible que les doses que
nous avons utilisées pour les différents antagonistes n’aient pas été optimales. Les doses
d’antagonistes rapportées dans la littérature dans des modeéles murins d’ALl étaient pour le
tocilizumab environ de 2 a 10 mg/kg avec une a trois injections au total (200-202) et pour le
Kineret environ de 10 a 100 mg/kg par jour (203,204,237,238). Pour rytvela dans des modeles
murins de prématurité induit par LPS ou par I'lL-1B, la dose était de 1 mg/kg deux fois par jour
(221,222). En comparaison, nos doses par injection sous-cutanée (biquotidiennes pendant 7
jours) étaient de 10 mg/kg pour le tocilizumab, 12,5 mg/kg pour le Kineret et 1 mg/kg pour le
rytvela et le HSJ633. Je discute plus en profondeur des doses utilisées dans la section suivante

(4.2).

Il est également possible que notre mode d’injection explique pourquoi aucun effet bénéfique
des antagonistes n’a été retrouvé dans notre modele, contrastant avec ce qui est rapporté dans
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la littérature. Cependant, de maniére intéressante et au meilleur de mes connaissances, aucune
étude n’ayant utilisé le modele d’ALl induit par la bléomycine n’a trouvé d’effet bénéfique a J7
(ou aux alentours) a la suite d’une inhibition des voies de I'lL-1 ou de I'lL-6, quel que soit le mode
d’injection. Des effets bénéfiques pour ce modeéle d’ALlI ont cependant été rapportés a J1 ou

encore a J14 et des effets néfastes de I'inhibition d’IL-6 ont méme été rapportés a J7 (144,237).

Considérant tous ces faits, notre hypothése est que l'utilisation d’antagonistes (bloquant de
maniére compléte ou partielle certains récepteurs) est simplement inefficace a J7 dans notre
modele d’ALl induit par la bléomycine (ainsi que potentiellement dans les modeéles d’ALl ou dans

les cas de SDRA hautement |Iésionnels), tel que détaillé a la section 4.4.4.

4.2 : Limitations de I’étude

Comme dans toutes les études, les conclusions pouvant étre tirées des résultats que j’ai obtenus
dans le cadre de ma maitrise sont intrinsequement liées au contexte des expériences menées.
L'une des limitations de notre étude est que nous avons pris nos mesures a J7 seulement. Nous
avions choisi ce temps, car il correspond au pic de la phase aigué, au moment ou plusieurs
parametres intéressants peuvent étre analysés (43). Cependant, il se pourrait que les
antagonistes du IL-1R et du IL-6R que nous avons étudiés aient un effet plus notable a un temps
plus précoce (J1 a J3) ou encore lors de la phase fibrotique/proliférative (J14 ou J21). Nos essais
préliminaires indiquaient toutefois des résultats peu encourageants des antagonistes en analyse

histologique a J14.

De plus, comme mentionnés dans I'introduction, plusieurs éléments different entre la souris et
I’lhumain, et méme entre les souches de souris, tels que la taille, le fonctionnement du systéme
immunitaire, I'anatomie du systéme respiratoire ou encore la sensibilité a la bléomycine (43).
Cette derniére peut varier en fonction de divers parametres, comme I'abondance pulmonaire en
bléomycine hydrolase (permettant de dégrader la bléomycine) ou encore différents niveaux
d’expression de certains genes (entre autres antioxydants ou reliés a I'apoptose) (43,240-242).
Cela fait en sorte que les souris de souche C57BL/6 (qui sont souvent utilisées dans les différents
modeles d’ALl) sont considérées comme étant sensibles a la bléomycine alors que la souche de

souris Balb/c ainsi que les lapins sont plus résistants (43,241).
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Il faut aussi prendre en compte que dans notre modele, les souris ont commencé a étre traitées
avec les antagonistes au méme moment que I'induction de l'insulte, ce qui ne refléte pas la réalité
des patients, ol le traitement serait probablement initié suite au diagnostic du SDRA. Les
stratégies d’injections utilisées dans notre étude sont aussi différentes de celles utilisées en
clinique. Pour le Kineret, dont la demi-vie est d’environ 6h, la dose recommandée pour le SDRA
causé par la COVID-19 est équivalente a en moyenne 1.25 mg/kg de maniére sous-cutanée
pendant 10 jours. Notre dose est plus élevée, avec 12.5 mg/kg aux 12h (243). Pour le tocilizumab,
une dose unique de 8 mg/kg pour les patients adultes de moins de 100 kg en intraveineux est
recommandé, ce qui est largement plus bas que ce que nous administrions, soit 10 mg/kg a toutes
les 12h. De plus, le tocilizumab a une demi-vie de longue durée, qui est d’environ 13 jours, mais
qui varie en fonction de la dose administrée, et c’est une molécule qui tend a se bioaccumuler.
Quant aux peptides, leur pharmacocinétique compléte n’est pas publiée a ce jour et ils ne sont
pas encore utilisés en clinique, mais on s’attend a de courtes demi-vies (<1h). L’écart entre les
doses que nous avons administrées et celles utilisées en clinique, ainsi que I'absence de tests de
dose fonctionnelle ou encore prouvant l'inhibition des récepteurs par les antagonistes sont des
limitations importantes de notre étude. Toutefois, il est difficile de comparer et d’extrapoler les
doses administrées en clinique chez I'humain, avec celles utilisées dans des modéles

expérimentaux animaux tels que le nétre.

Finalement, le modeéle de bléomycine, comme tous les modeles animaux d’ALl, n’est pas parfait.

J'en discute plus en détail dans la section suivante.

4.3 : Critique du modele d’ALl induit par la bléomycine

Aeffner et al. ont proposé une liste de critéres a atteindre afin de diagnostiquer un animal comme
en SDRA (224). Plus précisément, les animaux doivent montrer au moins un critére tres pertinent
(en contraste aux critéres un peu importants) dans trois de quatre catégories pour obtenir le
diagnostic. La premiére catégorie est la présence de dommages pulmonaires observés de maniere
histologique. Parmi les criteres proposés, les animaux de notre étude en rencontraient trois tres
importants : une accumulation alvéolaire de neutrophiles, un épaississement des parois

alvéolaires ainsi qu’un score histologique révélant la présence de dommages pulmonaires.
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La deuxieme caractéristique a observer est une altération de la barriere alvéolo-capillaire, qui
s’est manifesté dans nos animaux par une augmentation des protéines dans les BALs (critére trés
important) ainsi que par une augmentation du ratio « water-lung-content » (critére un peu

important).

Au niveau de la réponse inflammatoire, qui est le troisieme critere a observer, une augmentation
des neutrophiles dans les BALs ainsi qu’une augmentation de I'expression des cytokines pro-
inflammatoires dans les poumons totaux étaient les deux critéres importants qui furent mesurés

et atteints pour nos animaux.

La quatrieme catégorie est celle des dysfonctions physiologiques. Nous n’avons pas mesuré de
criteres dans cette catégorie, puisqu’ils concernent des mesures d’oxygene (nous avons utilisé du
sang veineux pour nos mesures de gaz sanguin, ne nous permettant pas de conclure quant a
I’hypoxie). Cependant, le fait que nous ayons observé dans le sang veineux une acidification du
pH combinée a une augmentation du pCO,, signes d’une acidose respiratoire (36), indique une
défaillance de la capacité a excréter le CO, chez une grande partie des animaux instillés a la
bléomycine. Cette observation reste donc intéressante pour juger d’une dysfonction
physiologique méme si elle n’est pas énumérée par Aeffner et al. Une autre technique, qui aurait
pu étre utilisée pour juger de la défaillance pulmonaire et qui a déja été effectuée avec succes sur
des souris dans notre laboratoire est I'utilisation d’un appareil tel que le flexiVent, qui permet de

mesurer différents parameétres de fonction pulmonaires comme la compliance et I'élastance (18).

Ainsi, le modele d’ALl induit par la bléomycine, tel qu’effectué dans notre étude, rencontre les

critéres mis en place par Aeffner et al.

Matute-Bello et al. proposent aussi certains critéres permettant d’obtenir le meilleur modeéle
(mais jamais parfait) d’ALI mimant le SDRA (43). Ces derniers sont semblables a ceux d’Aeffner
etal.,, incluant entre autres la présence au niveau pulmonaire de dommages aigus,
d’inflammation et d'un ocedeme, mais Matute-Bello et al. apportent deux notions
supplémentaires. La premiére est celle de temporalité : 'atteinte, initialement aigué, devrait
idéalement progresser a travers le temps. Or, le modele de bléomycine se développe bien dans

le temps, avec la premiere phase aigué exsudative atteignant un pic a jour 7, suivie de la phase
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fibroproliférative qui est habituellement observée des jours 14 a 21. Nous avions d’ailleurs fait
quelques tests a J14 pour I'étude dont il est question dans ce mémoire, mais considérant le
mangque de résultats encourageants a J7 ainsi que dans des tests a J14, nous avions décidé de ne

pas poursuivre dans cette direction pour I'instant.

La 2¢ notion intéressante apportée par Matute-Bello et al. est que le modele devrait viser a mimer
non seulement les symptomes du SDRA, mais aussi les mécanismes le causant. Or, bien que le
modele d’ALl induit par la bléomycine soit assez bon pour répliquer les atteintes, il n’en est pas
de méme pour la cause. La bléomycine, normalement utilisée comme traitement de
chimiothérapie, entraine des cassures d’ADN et cause la mort des cellules alvéolaires (au moins
en partie par le mécanisme de pyroptose). Cela cause des dommages tissulaires importants
entrainant par le fait méme un cedeme pulmonaire ainsi que de l'inflammation, menant au
développement d’'un SDRA. Or, bien que certaines causes de SDRA entrainent directement
d’'importantes lésions (ex: aspiration de liquide gastrique, trauma pulmonaire, presque
noyade...), ces derniéres ne sont pas dues au méme mécanisme d’action que la bléomycine. De
plus, de nombreuses causes de SDRA ont une importante composante infectieuse (pneumonie,
septicémie, aspiration de liquide gastrique...) et chez I’'humain, les interventions thérapeutiques
(notamment la ventilation si elle n’est pas suffisamment protectrice) peuvent étre des sources

supplémentaires d’insulte (43,109).

Plusieurs des études dont j'ai discuté jusqu’a maintenant sont intéressantes puisqu’elles
permettent justement d’observer les effets du Kineret et du tocilizumab dans des modéles ayant
une composante inflammatoire plus importante et/ou incluant les potentiels dommages
amplifiés par la ventilation. Or, il serait intéressant de tester les antagonistes dans d’autres
modeles d’ALIl. Les modeles de « double hit », utilisant par exemple du LPS combiné a du poly | :
C, puisqu’ils activent plusieurs voies inflammatoires, sont des options intéressantes, car ils
permettent de se rapprocher de la réalité d’'une infection. Utiliser un modele d’ALl dans lequel le
Kineret et le tocilizumab ont déja montré une certaine efficacité (tel que dans le modéle de LPS)
permettrait de comparer les effets des deux composés commerciaux a ceux des peptides dans un
contexte pulmonaire. Il pourrait aussi étre pertinent d’induire directement une septicémie ou une

pneumonie aux souris, mais cela comporte plusieurs défis et désavantages tels que |'acces a de
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I’hébergement murin en niveau de confinement 2 ou 3, la nécessité d’effectuer une chirurgie
invasive, le haut taux de mortalité, une faible atteinte pulmonaire possible et la grande variabilité

biologique observable (43).

4.4 : Comparaison des résultats obtenus avec la littérature : accent sur

les différents modeéles animaux d’ALlI

4.4.1 : Modeles d’ALl induits majoritairement par I'inflammation

Plusieurs études utilisant les modéles de LPS (détaillé a la section 1.11.2) et/ou de VILI (détaillé a
la section 1.11.3) ont rapporté des résultats encourageants du Kineret et du tocilizumab. Pour le
modele avec LPS seulement, divers mécanismes pro-inflammatoires sont les principaux
responsables de I'induction des dommages ainsi que de I'cedéme pulmonaire. Or, comme décrit
a la section 1.9.5, I'lL-1B et I'lL-6 en particulier peuvent causer, par divers mécanismes, de
multiples atteintes au parenchyme pulmonaire et il est donc logique que de bloquer ces voies
avec le Kineret (203) ou le tocilizumab (200) ait un impact positif sur les différents parameétres de
I’ALlL. Une conclusion similaire peut étre tirée pour les études utilisant d’autres modeles ou
I'inflammation est une source importante de dommages, tels que la combinaison de VILI+LPS, la
ligature caecale et ponction (CLP), I'utilisation de poly | : C (avec protéine spike de SRAS-CoV-2)
ou encore de ricine (199,201,204,230,238).

En bref, dans ces modeéles induits majoritairement par I'inflammation, les résultats sont plutot
encourageants alors que dans notre étude, aucun impact bénéfique des antagonistes n’a pu étre
relevé. Cette divergence peut probablement étre expliquée par le fait que dans notre modele, la
cause initiale principale des atteintes observées a J7 ne semble pas due a I'inflammation médiée
par le IL-1R ou le IL-6R. Nous avions d’ailleurs trouvé des résultats similaires pour un modeéle d’ALl
induit par la bléomycine dans lequel les souris étaient traitées avec du dexaméthasone (un anti-
inflammatoire a large spectre qui avait aussi un effet délétere sur la réparation épithéliale,
lorsque testé in vitro) (179). Les implications des conclusions de cette section ainsi que des

prochaines, pour le traitement des patients atteints du SDRA, sont discutées au Chapitre 5 .
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4.4.2 : Modele de VILI

Le modeéle de VILI est détaillé a la section 1.11.3. Une étude en VILI seulement (30 ml/kg sans PEP)
sur des rats a rapporté que le Kineret (10 mg/kg/h en infusion continue dans la veine jugulaire)
permettait d’améliorer le statut inflammatoire (niveau de CXCL1 qui est un orthologue d’IL-8 et
nombre de neutrophiles), la perméabilité et I'cedéme pulmonaire en plus de minimiser
significativement 'augmentation en PaO; (pression artérielle en oxygene) et la perte de
compliance du systéme respiratoire aprés 4 h (en comparaison a des rats ayant regu de la saline
seulement) (229). L’hypothése des auteurs est que I'inhibition du IL-1R permettrait de minimiser
le recrutement alvéolaire de neutrophiles et donc permettrait d’éviter les dommages qui auraient

résulté de leur infiltration.

De nouveau, comme exposé a la section précédente, les résultats positifs obtenus dans cette
étude pourraient &tre expliqués par la nature inflammatoire du modele utilisé. Evidemment, pour
ces études ainsi que pour toutes les autres, des différences méthodologiques (notamment au
niveau des voies d’administration [en intraveineux vs sous-cutané], fréquences et dose
d’administration [dose unique dans un modeéle court vs dose biquotidienne pour un modele sur

7 jours]) peuvent aussi avoir contribué aux divergences observées.

4.4.3 : Modele d’ALl induit par I’acide oléique

Terzi et al. ont observé I'effet de tocilizumab (4 mg/kg, intrapéritonéal) dans un modele d’ALl
induit chez des rats par I'acide oléique (50 pl, 1V), un modele court qui comporte une atteinte
initialement endothéliale qui se répand par la suite a I'épithélium alvéolaire (43,201). Les auteurs
proposent que le tocilizumab serait cytoprotecteur via un effet antioxydant. Plus précisément,
leur modele a induit une hausse des niveaux de peroxydation des lipides ainsi qu’une diminution
du niveau ou de l'activité de différentes enzymes antioxydantes (glutathion, superoxyde
dismutase et catalase) et ces différents parametres furent tous améliorés par un traitement avec
du tocilizumab (2 et/ou 4 mg/kg). Bien que le mécanisme exact par lequel le tocilizumab a un tel
effet antioxydant reste a préciser, 'observation d’une telle propriété a été rapportée par d’autres
auteurs (244,245). Cependant, de maniere intéressante, certaines études ont plutot rapporté que

I'IL-6 en soit serait protecteur contre I'oxydation, par des mécanismes tels que I’activation de Nrf2
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(un facteur de transcription redox sensible) dans le cadre de traitements de radiothérapie, ou
encore I'induction de Bcl-2 via la voie PI3K/Akt (une famille de protéines régulant I'apoptose) dans

des modeles de dommages mitochondriaux induits par hyperoxie (246,247).

Ces résultats sont particulierement intéressants, puisque |’effet cytotoxique de la bléomycine est
grandement d( a son effet oxydant (43,225-227,248). Certaines études ont d’ailleurs rapporté
des effets bénéfiques de traitements antioxydants (combinés ou non a des traitements chélateurs

de fer) dans des modeéles de fibrose induite par la bléomycine (249,250).

Il est possible que I'effet antioxydant de I'lIL-6 soit médié via son effet anti-inflammatoire, et qu'’il
ne soit donc pas retrouvé dans notre modéle de bléomycine, puisque I'inflammation semble
demeurer malgré |'utilisation des antagonistes. Il serait cependant intéressant de mesurer des
parameétres similaires a ceux rapportés dans I'étude de Terzi et al. (peroxydation des lipides et
niveaux d’enzymes antioxydantes) dans notre étude afin de mieux expliquer ces résultats
divergents. Ces informations seraient aussi utiles pour caractériser notre modele d’ALl induit par

la bléomycine et pour mieux contextualiser les données en résultant.

De plus, étant donné les résultats contradictoires concernant I'effet d’IL-6 sur I’état oxydatif, cet
aspect mériterait d’étre approfondi, potentiellement en faisant une revue de la littérature
mettant en relief d’une part le role des atteintes oxydatives en SDRA clinique (et ainsi la
pertinence de s’y attarder dans les modéles animaux) et d’autre part I'effet de I'IL-6 ainsi que de

son inhibition sur ces atteintes (étudié en clinique ou en laboratoire).

4.4.4 : Modele d’ALl ou de fibrose induit par la bléomycine

Gasse et al. ont rapporté un effet positif du Kineret sur la concentration en cytokines pro-
inflammatoires (KC, IL-6, IL-1B et TIMP-1 [Tissue Inhibitor of Metalloproteinases] a J1) ainsi que
sur le nombre de neutrophiles (J1, J14) retrouvés dans les BALs dans un modele d’ALl induit par

instillation de bléomycine (237).

Plusieurs différences méthodologiques pourraient expliquer la divergence observée entre les
résultats rapportés par Gasse et al. et les nétres. Premieérement, bien qu’aucune conversion

précise d’'unité en mg ou vice-versa ne soit disponible, la dose de bléomycine utilisée dans I’étude
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de Gasse et al. (15mg/kg) semblait environ 10 fois a la noétre (3 U/kg, qui serait
approximativement égal a 1,5 a 2 mg/kg), ce qui implique probablement une atteinte plus faible
pour les souris de notre étude. Ensuite, la méthodologie d’administration du Kineret était aussi
totalement différente (suite au challenge avec la bléomycine, 10 mg/kg en intrapéritonéal aux
jours 0, 2, 4, 7 et 9 en comparaison a 12,5 mg/kg deux fois par jour pendant 7 jours pour notre
protocole). En clinique, pour la COVID-19 dans un contexte nord-américain, le Kineret (dont la
demi-vie est d’approximativement 6h) est normalement administré a des adultes pendant 10
jours a une dose de 100 mg (environ 1,25 mg/kg pour une personne de 80 kg) de maniére sous-
cutanée (243). Ainsi, la dose de Gasse et al., qui est environ 5x moins élevée que la notre en
considérant la fréquence d’administration, est la dose se rapprochant le plus de celle utilisée
cliniguement. Cependant, étant donné la demi-vie d’environ 6h du Kineret, il est possible que

I'inhibition des récepteurs de I'lL-1 n’ait pas toujours été absolue lors de leur étude.

Finalement, il est aussi fort possible que le temps auquel les mesures furent effectuées soit un
des facteurs principaux expliquant les divergences observées. Dans notre modeéle, les souris
instillées a la bléomycine se portaient bien (perte de poids et observations lors des manipulations)
jusqu’ajour 4, ol nous remarquions une perte de vigueur ainsi qu’une perte de poids significative
en comparaison aux souris controdles (instillées seulement avec du PBS). Il serait donc possible de
poser I’hypothése que les dommages causés par la bléomycine sont probablement moins séveres
avant J4 et que les antagonistes auraient pu avoir un effet plus notable (entre autres sur
I'inflammation) avant ce temps, ce que nous n’avons pas mesuré. Cependant, Ortiz et al. ont eux
aussi trouvé un manque d’effet bénéfique de I'lL-1Ra recombinant humain (qui n’est pas le
Kineret et qui est induit par adénovirus ou sécrété par mini-pompe osmotique) dans des
souris C57BL/6 instillées avec de la bléomycine (1 U) a J3 (compte de cellules totales et
pourcentage de neutrophiles dans les BALs ainsi que niveau d’ARNm de TNF-a), 7 et 14 (niveau

d’expression relative de I’ARNm de I'lL-1a) (239).

Suite a la phase aigué vers J7, la phase de réparation s’enclenche graduellement. Or, le papier de
Gasses et al. s'intéresse particulierement a cette phase et a I'effet potentiellement anti-fibrotique
et anti-inflammatoire du Kineret. D’autres études ont aussi trouvé un effet bénéfique de divers

IL-1Ra non endogeénes dans des modeles de fibrose induite par la bléomycine (J14 et plus) (251-
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253). Cependant, le résumé (I'article est malheureusement dans une langue que je ne maitrise
pas) d’un autre article rapporte au contraire n’avoir détecté aucun effet bénéfique d’une version
recombinante humaine du IL-1Ra sur la fibrose pulmonaire induite par bléomycine chez des rats
(254). De plus, de maniere plus générale (dans un contexte pulmonaire, mais sans bléomycine),

I'effet anti-fibrotique de divers antagonistes de I'lL-1R ne semble pas unanime (255).

En contraste a ces articles, nous avons plutot étudié la capacité de deux IL-1Ra (et de deux IL-6Ra)
a minimiser I'inflammation, les dommages, I'cedéeme ainsi que la perte de capacité pulmonaire a
J7. 1l n’est pas impossible que le Kineret échoue a améliorer les différents parametres de la phase
aigué du SDRA a J7, mais qu'’il ait des effets anti-fibrotiques et anti-inflammatoires a J14, lorsque

les dommages et I'cedéme pulmonaires se sont partiellement résorbés.

D’ailleurs, Kobayashi et al. ont trouvé que d’inhiber I'lL-6 directement a I'aide d’anticorps (anti-
IL-6, pas anti-IL-6R) dans un modeéle murin avait des effets bénéfiques (notamment au niveau de
la perte de masse et du score histologique a J14) lorsque le traitement était effectué en début de
phase fibrotique (jour 8, 9 et 10 post instillation), mais néfastes (comptes cellulaires totaux et
différentiels a J7 et score histologique aux J7 et 14) lorsqu’appliqué en début de phase
inflammatoire (jours 0, 1 et 2) (144). Ces résultats viennent supporter I’hypothése qu’une
intervention en phase précoce de SDRA peut avoir des effets tres différents d’une intervention
en phase plus tardive. De plus, il s’agit de I'une des rares études a avoir rapporté un effet négatif
de l'inhibition de I'lL-6 en SDRA, et cela dans un modéle d’ALl induit par la bléomycine et a J7. Ces
résultats different malgré tout des notres (car nous n’observons pas un effet négatif, mais plutot

une absence d’effet des traitements).

Il existe aussi plusieurs différences méthodologiques entre I’étude de Kobayashi et al. et la notre.
Premiérement, la dose de bléomycine utilisée semblait légérement plus élevée (3 mg/kg, ce qui
correspondait a environ 4,5 a 6 U/kg alors que nous utilisions 3 U/kg) et la méthode
d’administration était légerement différente (intratrachéale par atomisation du produit en
comparaison a intranasale). Ensuite, I'anticorps utilisé était différent et ne ciblait pas le récepteur,
mais bien la cytokine elle-méme. Finalement, les périodes d’administration étaient différentes

(deux fois par jour dans notre étude et aJO, 1, 2 ou 8, 9, 10, dans I’étude de Kobayashi et al.). En
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comparaison, dans le cadre de la COVID-19, une dose unique de 8 mg/kg pour les patients adultes
de moins de 100 kg en intraveineux est recommandée (256,257). Encore une fois, afin de mieux
expliquer la divergence entre nos résultats et ceux rapportés dans la littérature, il serait pertinent
de poursuivre nos expérimentations a des temps plus précoces ou plus tardifs. Il serait aussi
intéressant de revoir les stratégies d’injection des différents composés en prenant en compte leur

utilisation clinique ainsi que leur demi-vie.
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Chapitre 5 : Perspectives

Considérant que les antagonistes du IL-1R et du IL-6R n’ont pas permis, dans notre modéle,
d’améliorer les différents parametres de I’ALI induit par la bléomycine a J7 et considérant les
résultats contradictoires rapportés dans les articles quant aux effets du Kineret ou du tocilizumab
dans divers modeles d’ALl, trois perspectives inspirées de la littérature et de nos travaux au

laboratoire me semblent malgré tout prometteuses.

5.1: Traitements proréparatoires et favorisant la résorption de

I’cedéme pulmonaire

Tous les patients atteints du SDRA ont en commun la formation d’'un cedéme pulmonaire ainsi
qu’un certain niveau de dommages a la barriere alvéolo-capillaire. Bien que la stratégie de viser
I'inflammation, qui peut parfois entrainer ou aggraver le SDRA, ne soit pas mauvaise, une
stratégie plus efficace pourrait étre d’essayer de réparer l'intégrité de la barriere alvéolo-
capillaire et/ou d’améliorer la clairance de I'cedéme pulmonaire. En effet, si la barriére alvéolo-
capillaire n’est pas réparée (de maniere structurelle et fonctionnelle), I'infiltration de liquide dans
les alvéoles risque de se poursuivre. Cette atteinte résiduelle va inévitablement empécher les
échanges gazeux efficaces, entrainer des atélectasies et causer des dommages supplémentaires
aux différentes structures alvéolaires, tout en contribuant a perpétuer I'inflammation (36). La
réparation structurelle (présence d’un épithélium et d’un endothélium ayant un niveau de
perméabilité appropriée) et fonctionnelle (sécrétion de surfactant activé, clairance liquidienne
adéquate, etc.) de la barriére alvéolo-capillaire est donc nécessaire pour la guérison du SDRA et
pour le rétablissement d’'une compliance et d’'une fonction pulmonaire convenable. Plusieurs
pharmacothérapies visant a rétablir I'intégrité de la barriere sont a I'étude (chez I’humain ou in
vivo) a ce jour, telles que I'utilisation d’exosomes, de cellules souches mésenchymateuses, de
facteurs de croissance tels que GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor), de
KGF ou encore d’activateurs de canaux tels que ENaC ou les canaux potassiques

(168,169,171,172,175-177,258). Dans notre laboratoire, nous avons justement pu observer un
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effet encourageant des activateurs de canaux potassiques in vitro, in vivo (19,37,259) ainsi que

dans le modele d’ALl induit par la bléomycine (publication de M. Aubin Vega a venir).

5.2 : Le phénotypage des patients et les traits traitables

Outre certains éléments qui définissent la condition, le SDRA se présente de maniere trés
hétérogéne. Un des éléments qui ressort de plus en plus dans la littérature est la pertinence de
créer des groupes plus homogénes, ou en d’autres mots de réussir a distinguer certains
phénotypes particuliers parmi les patients atteints de SDRA. Pour le patient, étre associé a un
phénotype pourrait permettre de mieux prédire, d’une part I’évolution clinique du SDRA, et

d’autre part, la réponse a certains traitements.

Du point de vue des essais cliniques randomisés, enroler des patients en fonction de leur
classification dans certains phénotypes pourrait augmenter les chances de détecter I'efficacité
d’un traitement testé. Dans ce contexte, il est alors question d’enrichissement pronostique
(classification en fonction du développement prédit du SDRA) ou d’enrichissement prédictif

(classification en fonction de la réponse prédite au traitement) (260).

Il existe plusieurs maniéres de classifier les patients, tel qu’en fonction de la cause (directe,
indirecte), de biomarqueurs (IL-1B, IL-6, protéine C...), d’observations radiologiques ou
physiologiques ou méme en se basant sur des données omiques (de la génomique a la
métabolomique). Idéalement, la classification permettrait de s’éloigner du concept de seuil
(comme ceux de PaO,/FiO, déterminant la sévérité du SDRA) pour favoriser la création de
groupes distincts se basant sur I'analyse de plusieurs éléments (comme pour le phénotype
hyperinflammatoire, rapporté dans de nombreuses études) (261). Dans une optique similaire,
plusieurs auteurs suggerent de focaliser les efforts sur les « traits traitables ». Par exemple,
I'utilisation d’anti-inflammatoires pourrait étre pertinente pour des patients ayant un SDRA de

type hyperinflammatoire (107,260,262—265).

Récemment, certains résultats encourageants ont justement été observés suite a une
classification pertinente des patients. Notamment, les patients atteints du SDRA causé par la

COVID-19 (SDRAC) forment un groupe distinct pour lequel certains traitements
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pharmacologiques, qui ne fonctionnaient pas en SDRA non COVID, se sont révélés efficaces (tels
que le tocilizumab ; voir Figure 1.12 a la page 64). Une étude a méme récemment montré que
parmi les patients atteints de SDRAC, la ferritine était un biomarqueur prédictif de I'efficacité du
traitement avec le tocilizumab (106). De plus, des améliorations significatives suite a divers
traitements (auparavant non détectées) ont été observées dans plusieurs études suite a une

seconde analyse ou les patients étaient groupés de maniere différente (162).

Au laboratoire, nous avons depuis bientot un an la chance d’avoir des échantillons provenant de
lavages broncho-alvéolaires de patients atteints de SDRA. La caractérisation de ces échantillons
précieux pourrait nous permettre de contribuer a la création de catégorisation de patients et leur
utilisation in vitro pour étudier, par exemple, la réponse des cellules alvéolaires primaires
exposées aux BALs de patients SDRA, pourrait contribuer a identifier des cibles thérapeutiques
potentielles en fonction des groupes créés. Il serait aussi vraiment intéressant de réussir a
corréler, de maniere certaine, les phénotypes cliniques ou les traits traitables aux différents
modeles d’animaux d’ALl. Par exemple, peut-étre que le modéle d’ALl induit par LPS serait
pertinent pour étudier le SDRA induit par pneumonie bactérienne, mais pas pour ceux induits par
trauma pulmonaire. Cela améliorerait certainement la correspondance entre les résultats

obtenus in vivo et ceux obtenus en clinique, qui est a I’heure actuelle décevante.

5.3 : Et les anti-inflammatoires ?

L'IL-1B et I'lL-6 sont des cytokines pléiotropiques pour lesquelles les effets sont grandement
dépendants du contexte. Il est fort probable que des antagonistes des récepteurs de I'IL-1 ou de
I'IL-6 tels que ceux que nous avons testés aient un potentiel dans le traitement du SDRA, seuls ou
en combinaison avec des thérapies proréparatrices ou favorisant la clairance de I'cedeme
pulmonaire. Cependant, plus de recherches sont nécessaires afin de pouvoir les utiliser au bon
moment, pour des patients présentant un phénotype particulier ou un trait traitable validé, par
exemple. De plus, étant donné les avantages intrinséques a I'utilisation des peptides (voir section
1.10) et leur capacité a inhiber seulement certaines des voies en aval de I'lL-1 et de I'IL-6, il ne
serait pas surprenant que ces molécules soient aussi ou plus efficaces que les anti-inflammatoires

plus traditionnels.
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Chapitre 6 : Conclusion

Les résultats obtenus dans le cadre de ma maitrise montrent que d’inhiber le IL-1R (Kineret,
rytvela) et/ou le IL-6R (tocilizumab, HSJ633) ne permet pas d’améliorer les différents parameétres
observés (état général des animaux ainsi que dommages, cedéme et statut inflammatoire
pulmonaires) dans un modele d’ALl induit par la bléomycine a J7. En contraste, la littérature
montre un manque de consensus quant a I'impact exact de I'inhibition du IL-1R et du IL-6R, mais
rapporte quand méme plusieurs résultats encourageants. Les différents paramétres
méthodologiques, dont entre autres le modele animal utilisé, semblent étre a la source d’une
grande partie des divergences observées. Le développement de pharmacothérapies ayant des
propriétés proréparatrices ou favorisant la clairance de I'cedéme pulmonaire ainsi que le
phénotypage approprié des patients (et la détermination de traits traitables) paraissent étre des
perspectives prometteuses, en combinaison avec lesquelles des traitements anti-inflammatoires

pourraient étre utiles.
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