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H‘ ‘g 3 L'interleukine-6 (IL-6)
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= Cytokine pro-inflammatoire

= Clonage du gene humain de I'IL-6 en 1986 (Hirano et coll.)
> participe a la réponse immunologique: B cell stimulatory factor-2

= Membre des cytokines de la famille IL-6 qui contient:
- LIF (leukaemia inhibitory factor)
- IL-11
- CT-1 (cardiotrophin 1),
- CLC (cardiotrophin-like-cytokine)
- OSM (oncostatin M)
- CNTF (ciliary neurotrophic factor)

= Homologie séquence: Homme Rat: 68% (ARNm) et 58% (protéine).

= Synthése dépendante d'autres cytokines (IL-1, TNFa, IFNYy).



Effets cellulaires de I'TL-6
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L'IL-6 dans les tissus pathologiques thyroidiens
et cardiaques humains

»>Tissus thyroidiens
Maladie de Basedow
Thyroidite de Hashimoto

Adénome folliculaire
Carcinome papillaire

>Tissus cardiaques
Infarctus du myocarde
Ischémie

Kayser et coll (1995) Autoimmunity

Kaneko et coll (1997) Res Commun Mol Pathol Pharmacol
Plenz et coll (2002) JACC

Gabrielsen et coll (2007) TMCC



TSH

IL-6

Weetman et coll., J Endocrinol (1990)
Diamant et coll., Autoimmunity (1991)
Kennedy et coll., J Endocrinol (1992)
Iwamoto et coll., Cytokine (1991)
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Ancey et coll., Cytokine (2002)
Gwechenberger et coll. Circulation (1990)
Briest et coll. Eur J Physiol (2003)
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La voie de |'AMPc

dans le thyrocyte
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Dérégulation de la voie de I'AMPc

Thyroide:
Production d AMPc en continu par:
. TSAb (maladie de Basedow)
. Mutations du RTSH
. Mutations de Gs
> Hyperthyroidie

Ceeur:
Activation chronique des récepteurs 3-ad:
. Remodelage cardiaque
=2 insuffisance cardiaque
role des cytokines pro-inflammatoires?



Objectifs généraux

= Dérégulation de la voie de I'’AMPc et dialogue
avec les cytokines pro-inflammatoires

=> réeponse cellulaire (production d'IL-6)

* Role de I'TL-6 dans le remodelage cardiaque
=> hypertrophie



Modeles cellulaires

Lignée cellulaire de thyrocytes de rats: les cellules FRTL-5
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. Expriment des marqueurs de différenciation -:;’ :Ts R
du thyrocyte (Tg, NIS, TPO) ash s
. Croissance cellulaire dépendante
de la TSH et de I'TGF-1/insuline

Cultures primaires de cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes

. Cellules hautement différenciées

. Répondent aux catécholamines
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Plan de |'exposé

Dialogues entre les voies de signalisation de I'IL-1 et celles de
I'’AMPc dans la production de I'IL-6

Mécanismes de régulations de la synergie au niveau de la stabilité
de 'ARNm et au niveau transcriptionnel

Voies de signalisation activées par I'IL-6 et par le mécanisme de
« trans-signaling » dans les cardiomyocytes

« Trans-signaling » et induction de marqueurs de |'hypertrophie
cardiaque

Conclusions-Perspectives
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Effet d'agents qui stimulent la production de
I’AMPc sur la sécrétion d'IL-6 induite par I'TL-1

Cellules FRTL-5 Cardiomyocytes
Dosage ELISA

16h de stimulation
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Effet de la production d'AMPc sur |'expression
de I'ARNm de I'TL-6 stimulée par I'TL-1

Cellules FRTL-5
Northern blot
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Role de la voie 6s/AMPc dans l'effet synergique
IL-1/ISO sur la sécrétion de I'TL-6

Cardiomyocytes
Dosage ELISA
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Les cibles de I'AMPc
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Effet de l'activation des voies de I'AMPc sur
la régulation de I'TL-6 par I'TL-1

Cellules FRTL-5 Cardiomyocytes
stimulation 2h stimulation 16h
Northern blot Dosage ELISA
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Effet de l'inhibition de la PKA sur la régulation
de I'IL-6 par I'IL-1

Cellules FRTL-5 Cardiomyocytes
Pré-traitement 2h Pré-traitement 2h
stimulation 2h stimulation 16h
Northern blot Dosage ELISA
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. L'activation de la voie de signalisation AMPc/PKA participe a cet
effet synergique
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Etude de la stabilite de 'ARNm de I'ITL-6 dans
les cellules FRTL-5
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Promoteur du gene de I'IL-6 et mesure de
I'activité transcriptionnelle

: : (NF-IL6) i TATA
-1168 -283 -63

Cellules FRTL-5

Transfection cellulaire transitoire

Co-transfection
Plasmide rapporteur luciférase

Plasmide contrédle B-galactosidase
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Activité transcriptionnelle du promoteur de
I'TL-6 dans les cellules FRTL-5
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Effet de l'invalidation des sites du promoteur de
I'IL-6 sur l'effet synergique IL-1/FSK

Activités LUC / B-GAL (fois d'induction)
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Effet de la synergie sur la liaison des facteurs
de transcription sur les sondes AP-1 et CRE

Cellules FRTL-5

. stimulation 1h
Retard sur gel . extraits nucléaires
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Les facteurs de transcription AP-1 et CREB

. Appartiennent a la superfamille des
facteurs de transcription b-ZIP (leucine
zipper factor)

. Forment des homo ou des hétérodimeres

Jun: Fos: CREB:
c-Jun c-Fos CREB
JunB Fral ATF1
JunD Fra2
FosB
BCARBGR Stimulation transcription par les

hétérodimeres Jun-Fos est plus forte
que celle des homodiméres Jun-Jun.



Expression et activation des facteurs de
transcription AP-1 et CREB

FosB
Fra-1

c-Fos
Fra-2

c-Jun
JunB
JunD

CREB
ATF-1

Cellules FRTL-5

Stimulation 1h
Extraits nucléaires
Western-blot
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P-ATF-1 Seré63



. Les sites AP-1 et CRE sont la cible de I'effet synergique

. L'expression de c-Fos et Fra-2 est stimulée par I'TL-1/FSK de
maniere synergique




Dialogues entre I'IL-1 et 'AMPc dans
I'expression synergique de I'IL-6
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Action paracrine/autocrine de I'IL-6 dans le
tissu cardiaque ventriculaire
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2 types de récepteurs pour I'IL-6

activation Trans-signaling

pr'otease

Coupure
protéolytique

épissage T
alternatif
ARNm IL-6R | | 1 |
Domaine

transmembranaire



Voies de signalisation de I'TL-6




Etude de la phosphorylation des MAP kinases
ERK1/2 et de AKT en réponse a I'IL-6

RT-PCR Western-blot
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Etude de la phosphorylation de STAT3 en
réponse a I'IL-6 dans les cardiomyocytes de rats

Trans-signaling

rIL-6 hIL-6 + hsIL-6R

Temps O 10'20°30' 1h 2h 3h 4h 6h O 10°20'30' 1h 2h 3h 4h 6h

P-STAT3WY705 | — — o — s S D D BB s e

Total STAT3 |- o antn ws S5 cw o | | <> b 85 e e o - o




1)

2)

Voies de signalisation activées par I'IL-6 et par le mécanisme de
« trans-signaling » dans les cardiomyocytes

« Trans-signaling » et induction de marqueurs de I'hypertrophie
cardiaque

Conclusions-Perspectives



Physiclogic hypertrophy

Syntheése
Growth
stimuli —__F

protéique

CoOETRnE Ky e giap T Increased expression

of embryonic genes

Eccentric hypertrophy
Sarcomeric disorganization \

Hunter and Chien, 1999

Peptides
natriurétiques
(BNP)

Géne précoce
(c-Fos)



Effets cardiaques des cytokines de la
famille IL-6

* LIF, CT-1/cardiomyocytes, myocarde
A survie, N |'hypertrophie cardiaque, A régénération myocarde
Negoro et coll (2001) Circulation
Kodoma et coll (1997) Circ Res
Zou et coll (2003) Circulation

® Souris TG surexpression IL-6 + IL-6R :
Hypertrophie ventriculaire chez |'adulte
Hirota et coll (1995) PNAS



Mesure de la synthése protéique

Cardiomyocytes

stimulation 24h
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Etude de l'induction de genes associés au
processus hypertrophique

Cardiomyocytes

stimulation 1h30 stimulation 48h
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Conclusion 3

Cardiomyocytes

* Expriesgionsiynabngptder HELFEL -ést
indispensable:

- Dans l'activation de STAT3

/' Synthése protéique

- Dans l|'expression des marqueurs
associés au processus hypertrophique /' Expression de c-Fos

/ Sécrétion du BNP



« trans-signaling » dans les cardiomyocytes
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cardiaque
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Conclusion générale
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Perspectives

* Etudier le mécanismes du trans-signaling de I'TL-6 dans les cellules
FRTL-5 puis dans thyrocytes humains.

* Etudier les mécanismes qui conduisent a l'activation spécifique de
STAT3 par trans-signaling
=> niveau critique d'activation de la gp130

* Montrer l'implication de STAT3 dans la stimulation de I'hypertrophie
cellulaire des cardiomyocytes par I'TL-6

* Mettre en évidence l'effet autocrine IL-1+ISO sur |'hypertrophie
= Production du récepteur soluble de rat
= Etude sur cellules humaines
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