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Résumeé:

La cardiomyopathie diabétique est associée a une accumulation des lipides au niveau du muscle
cardiaque. Afin de comprendre I'effet de la lipotoxicité on a voulu savoir quelles sont les voies de
signalisation du métabolisme lipidique qui sont perturbées dans les maladies cardiaques. Nous
avons précédemment montré que le palmitate, un acide gras saturé toxique, induit fortement
I’expression de I’IL-6 dans les cardiomyocytes primaires. Par contre, le co-traitement de ces
cellules avec de I'oléate, un acide gras mono-insaturé non-toxique cause une diminution de
I’expression de IL-6 et de la toxicité due au palmitate. Ceci suggeére que la lipotoxicité du
palmitate pourrait étre due a I'L-6. Pour confirmer cela, nous avons testé l'effet de 1'[L-6
knockdown (KD) de fagon préliminaire, utilisant deux différents siARNs ciblant différentes
séquences du geéne IL-6. Nous avons constaté que la diminution du taux d’IL-6 avec les siARNs
n’a pas atténué la mort cellulaire induite par le palmitate, mais au contraire I’a accentuée. Dans
les cellules traitées avec ’oléate qui est normalement non toxique, le KD de I’'IL-6 a provoqué

une mort cellulaire.

Ces résultats nous ont men¢é aux travaux de cette maitrise qui avait pour but d’évaluer comment
I’IL-6 pouvait affecter le métabolisme lipidique. Tout d’abord, nous avons mesuré le taux d’IL-6
sécrété par les cardiomyocytes primaires suite aux traitements avec l’oléate et le palmitate.
Ensuite nous avons évalué ’effet de I’IL-6 recombinante sur les cardiomyoblastes HOC2, d’une
part sur la viabilité et d’une autre part sur la lipotoxicité en utilisant la chromatographie sur
couche mince. Nos résultats préliminaires supportent 1’idée que 1’IL-6 serait nécessaire pour le
métabolisme lipidique et aurait un effet cardioprotecteur a une certaine dose. Ainsi, elle
protégerait les cardiomyocytes contre la lipotoxicité et cela en favorisant la B-oxydation
(dégradation des acides gras) au niveau des mitochondries. Il reste a valider les travaux sur un
mode¢le animal. L’ensemble des résultats constituent une ébauche pour comprendre le réle que

pourrait jouer I’IL-6 dans le métabolisme lipidique de la cardiomyopathie diabétique.

Mots clés: IL-6, cytokine, inflammation, cardiomyopathie diabétique et lipotoxicité.



Abstract:

Diabetic cardiomyopathy is associated with an accumulation of lipids in the heart muscle and to
understand the effect of lipotoxicity, we wanted to know what are the signaling pathways of lipid
metabolism that are disrupted in heart disease. We have previously shown that palmitate, a toxic
saturated fatty acid, induces IL-6 in primary cardiomyocytes. In contrast, co-treatment of these
cells with oleate, a non-toxic monounsaturated fatty acid, promotes a decrease in IL-6 expression
and palmitate toxicity. This suggests that the lipotoxicity of palmitate may be caused by the IL-6.
To confirm this, we tested the effect of IL-6 knockdown (KD), using two different siRNAs
targeting the sequences of the IL-6 gene. Interestingly, the decrease of IL-6 with siRNAs did not
attenuate the palmitate-induced cell death, but on the contrary accentuated it. In addition, the KD

of IL-6 in cells treated with oleate, which is normally nontoxic, caused cell death.

This last finding had led to the work of this master. Our objective was to evaluate the effect of
IL-6 on lipid metabolism. Firstly, we measured the level of exogenous IL-6 secreted by primary
cardiomyocytes treated with oleate or palmitate. Then, we tested the effect of IL6-Recombinant
in cardiomyocytes, using the cardiomioblasts H9C2, on viability and on lipotoxicity using thin
layer chromatography. Our preliminary results support that IL-6 could be necessary for lipid
metabolism, with a cardioprotective effect at a certain dose by protecting cardiomyocytes against
lipotoxicity by promoting P-oxydation (degradation of fatty acids) in the mitochondria. This
results should be validated using an animal model. All of our results is a rough sketch to

understand the role that IL-6 could play in the lipid metabolism of diabetic cardiomyopathy.

Keywords: IL-6, cytokine, inflammation, diabetic cardiomyopathy and lipotoxicity.
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I. INTRODUCTION:
1. DIABETE TYPE 2 :

1.1. Définition:

Le diabéte type 2 (DT 2) est considéré comme étant le plus fréquent diabéte comparé au diabete
type 1. Il est caractérisé par une hyperglycémie engendrée par une résistance du corps a
I’insuline circulante qui est une hormone produite par les ilots de Langerhans au niveau des
cellules béta (cellules B) du pancréas (Laaksu et Kuusisto, 2014). Le diagnostic pour un DT2
est d’avoir un taux de glycémie a jeun > 7,0 mmol/L (1,26 g/L) (Rapport mondial sur le diabéte,
OMS, 2016). Il a été rapporté que 1’obésité était un facteur prépondérant dans 1’apparition du
diabéte type 2 ou I’augmentation du tissu adipeux chez les sujets obeses permet 1’augmentation
des acides gras libres, d’hormones, de cytokines pro-inflammatoires et d’autres facteurs jouant
un role dans la résistance a I’insuline (Palomer et al, 2017). Elle a plusieurs causes: le mode de
nutrition, 1’activité physique, les facteurs socio-économiques, I’environnement, 1’hérédité, le
métabolisme et le microbiome qui sont propres a chaque individu (Chandler et al, 2017).
D’autres auteurs ont rapporté que plusieurs organes jouent un réle dans le DT2 dont le pancréas
avec les cellules alpha (cellules a) et béta, le muscle squelettique, le tissus adipeux, le foie,
I’intestin, les reins et le systéme nerveux central. Lors d’une augmentation des acides gras libres,
I’obésité, la résistance a I’insuline et I’inflammation, les cellules B n’arrivent plus a compenser la
résistance a ’insuline entrainant une diminution progressive de la fonction et de la masse des
cellules B aboutissant a une augmentation la sécrétion du glucagon par les cellules a ainsi que
d’une diminution de sécrétion d’insuline. Une fois [’insuline plasmique réduite elle
s’accompagne d’une augmentation du taux de glucose dans le sang, un taux auquel l'ensemble
des tissus sensibles au glucose tel le muscle squelettique et les adipocytes ne s’adaptent pas. Une
accumulation des lipides dans les adipocytes conduit & une augmentation de la libération des
cytokines pro-inflammatoires et une augmentation de la lipolyse. La libération des acides gras
libres stimule le foie et augmente la production de glucose. En somme, la libération continue de

glucose favorise I’hyperglycémie et aboutit au DT2 (Riddy et al, 2018, Zheng et al, 2018).



Le DT2 entraine plusieurs complications, telles les maladies coronariennes et vasculaires
périphériques qui semblent étres la premicre cause de mortalité chez les patients atteints d’un
DT2 (Van Dieren et al, 2010). D’autres complications ¢galement ont été rapportées comme
I’insuffisance rénale suite a une néphropathie diabétique (Van Dieren et al, 2010), fragilité
osseuse et risque de fracture (Compston, 2017, Moayeri et al, 2017, Raska et al, 2017,
Sundararaghavan et al, 2017), neuropathie diabétique (Feldman et al, 2017), rétinopathie
diabétique (Lynch SK et Abramoff MD, 2017) et maladies parodontales (Peng et al, 2017). A
celles-ci s’ajoute une autre complication du DT2 qui touche le myocarde, la cardiomyopathie

diabétique qui sera discutée en dessous dans le deuxieme chapitre de ce manuscrit.
1.2. Prévalence:

Une étude épidémiologique avait montré que le nombre de personnes diabétiques dans le monde
augmenterait jusqu’a 552 millions en I’an 2030. Cela est di aux divers changements
démographiques, dont le vieillissement des populations dans les pays développés, ainsi que
I’effet de 1’urbanisation qui menent a avoir une vie plus sédentaire (Whiting et al, 2011). Le
dernier rapport de 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) parut en 2016 sur le diabeéte,
estimait que le nombre de diabétiques dans le monde était en constante évolution et
augmentation ayant éteint 422 millions en 1’an 2014 (Rapport mondial sur le diabéte, OMS,
2016). La prévalence du diabete entre 1980 et 2014 est illustrée dans la figure tirée de ce méme

rapport (Figure 1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lynch%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28408138
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abr%C3%A0moff%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28408138
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Figure 1: La prévalence du diabéte dans le monde entre ’année 1980 et 2014.

Tirée du rapport mondial sur le diabéte, OMS, 2016 (Rapport mondial sur le diabéte, OMS,
2016).

Aussi la répartition de la prévalence fut bien illustrée et documentée dans I’annexe 1 par
Whiting et al, 2011. Ces auteurs ont montré¢ une augmentation exponentielle qui engendre bien
é¢videment une crainte importante aupres des pays concernés, ainsi qu’a 1’autorité mondiale quant

au traitement de cette maladie.



2. CARDIOMYOPATHIE DIABETIQUE:
2.1. Définition:

La cardiomyopathie diabétique est 1’'une des complications du DT2 pouvant étre liée a la
présence d’un taux ¢€levé d’acides gras libres circulants (Dresner et al, 1999). Les causes sont
diverses incluant I’hyperglycémie, I’hyperlipidémie, I’hypertension, I’inflammation et le stress
oxydatif associés a 1’obésité et le DT2. Ces facteurs de risque pourraient mener a un
déclenchement du processus de mort cellulaire des cardiomyocytes (Liu et al, 2014). La
cardiomyopathie diabétique est caractérisée par divers événements structuraux et
morphologiques dont une hypertrophie du ventricule gauche, ainsi qu’une augmentation de
I’épaisseur de la paroi myocardique. Il y a également une accumulation des lipides dans les
cardiomyocytes de maniere ectopique (localisation non normale) dans les cellules du péricarde,
a lesquelles s’ajoute une fibrose cardiaque. Cet ensemble de caractéristiques aboutissent a des
complications fonctionnelles, comme [’altération de la fonction diastolique et systolique du
ventricule gauche et également une diminution de 1’¢lasticité ventriculaire pouvant amener a une
défaillance cardiaque et engendrer un infarctus du myocarde (Battiprolu et al, 2010; Wolf et al,
2017). Une perturbation du métabolisme cardiaque est ainsi observé comme se sera documenté

en dessous.
2.2. Métabolisme cardiaque:
2.2.1. La voie du glucose vs la voie des acides gras et p-oxydation:

Au niveau d’un myocarde sain, il semble y avoir une relation de réciprocité entre 1’oxydation du
substrat myocardique étant régit par le cycle de Randle (cycle glucose-acide gras) afin de générer
de I’adénosine triphosphate (ATP) dans les mitochondries. De cette fagon, I’oxydation des acides
gras aboutit a une augmentation de 1’acyl-CoA qui en inhibe la pyruvate déshydrogénase (PDH)
alors que I’oxydation du glucose augmente le citrate cystolique, un précurseur du malonyl-CoA
qui inhibe la carnitine palmitoyltransferase 1(Cptl). Chez un sujet sain, le substrat prédominant
est I’acide gras et le glucose ainsi qu’occasionnellement le lactate, le pyruvate et le cétone

(figure 2) (Chong et al, 2017).



Figure 2: Métabolisme du glucose et des acides gras chez un coeur sain.
Schéma tiré de la publication de Chong et al, 2017.

Autorisation: 4279420727543.

Ces deux voies métaboliques se voient perturbées lors dun DT2 tel que se sera documenté ci-

bas.
2.2.2. Impact du DT2 sur les ces deux voies métaboliques:

Lors du DT2 on assiste a une diminution de 1’utilisation du glucose au niveau de son absorption,
glycolyse et oxydation notamment par sa régulation via les transporteurs GLUT 1 et GLUT 4
(figure 3). Ainsi, les acides gras provoquent un effet négatif sur le transport du glucose via la
résistance a ’insuline et sur I’oxydation du glucose en inhibant ’activité du complexe PDH.

Quant aux voies non oxydatives (fleches ascendantes) du métabolisme du glucose telles la voie
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polyol, la voie du produit final de glycation avancé (AGE) et la voie de la protéine kinase C,
produisent un exces d’especes réactives d’exogeéne (ROS) entrainant un stress oxydatif. Aussi,
I’induction de la modification de la O-N-acétylglycosaminylation (O-N-GInNAc) pour la
biosynthése de 1’hexosamine perturbe les protéines de contractilité cardiaque, la sensibilité au
calcium (Caz", le cycle du Ca?* et la fonction mitochondriale. Enfin, la modification des facteurs
de transcription nucléaires (TFs) et des histones (Hs) comme I’H3 peut contribuer a des

changements d’expression de génes dans la cardiomyopathie diabétique (Brahma et al, 2017).

GLUCOSE o8

UPTAKE

Hexosamine
I <€— Fructose-6-PO,

STIM1 pathway
SERCAza%/\ !i;
Disruption of Fructose-1,6-bis PO,
AGE pathway I

Glyceraldehyde-3-PO,

contractile machinery * P 4
o &
7 / m Protein kinase C

pathway t

PYRUVATE Mitochondrion

Gene expression
e
Modulation of nuclear

gene expression

FAs ©0d
FAs

Figure 3: Le métabolisme du glucose lors de Dinitiation et la progression de la

cardiomyopathie diabétique.

Schéma tiré de la publication de Brahma et al, 2017. Tel étant cité dans la publication des
auteurs, les fleches brunes indiquent les métabolites du glucose régulé durant le DT2. Les fleches

noires indiquent les voies médiées par les acides gras modifiant 1’utilisation du glucose. les



lignes bleues indiquent les voies induites par les voies non productrices d’ATP du métabolisme

du glucose (Brahma et al, 2017).

La cardiomyopathie diabétique est caractérisée par une accumulation des lipides au niveau du
myocarde. Le métabolisme lipidique semble jouer un role important dans cette pathologie. Parmi
les acteurs moléculaires, on retrouve 1’implication du récepteur activé par les proliférateurs de
peroxysomes a (PPARa). Ces derniers permettent I’expression de divers génes responsables du
métabolisme des acides gras (AG), de leurs transporteurs vers le milieu intracellulaire, des
enzymes acyl-CoA synthétases permettant leurs estérification en coenzyme A, protéines
permettant leur acheminement intracellulaire et leur transport au niveau de la mitochondrie, ainsi
que les différentes enzymes responsable de la B-oxydation dans la matrice mitochondriale
(Duncan et Finck, 2008). Au niveau des cardiomyocytes, comme le démontre Lee et al, parut en
2016, les PPARs seraient trés importants dans le métabolisme lipidique de la cardiomyopathie
diabétique (Lee et al, 2016). Cette importance du role des PPARs peut également s’observer au
niveau de la figure 4 publiée aussi par Lee et al, (2017) ou I’on peut observer leurs intervention
dans les différentes étapes du métabolisme des acides gras afin d’arriver a la production de
I’acetyl-COA, qui en entrant dans le cycle de Krebs (représenté par TCA cycle dans la figure 4)
va pouvoir générer du NADH,H+ et des FADH2 qui vont rejoindre la membrane interne
mitochondriale pour permettre la production d’ATP au niveau de la chaine respiratoire (Lee et al,

2017).
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Figure 4: Le métabolisme des acides gras et de la -oxydation lors de la cardiomyopathie

diabétique.

Schéma tiré de la publication de Lee et al, 2017. Tel étant cité dans I’article des auteurs, les

¢toiles (*) représentent les sites ou les PPARs interviendraient dans le métabolisme des acides

gras (Lee et al, 2017).

Egalement, un excés d’acyl-CoA se trouve stocké sous forme de triacylglycérol (TAG) dans des
gouttelettes lipidiques peuvent entrainer une accumulation d’intermédiaires toxiques tels que le
DAG et les céramides. Aussi, le role de la protéine découplante UCP et de I’adénine nucléotide
translocase (ANT) peuvent aboutir a une diminution de la capacit¢ de la chaine respiratoire

mitochondriale (Hafstad et al, 2015).



3. INFLAMMATION:

3.1. Mécanisme de ’'inflammation associé a la lipotoxicité et les acteurs impliqués:

La lipotoxicité semble jouer un role important dans le processus inflammatoire lors du DT2
comme il a été rapporté par Ertunc et Hotamisligil, (2016). Ainsi, I’accumulation des lipides
toxiques comme les acides gras saturés tel le palmitate entre dans les cellules via la famille des
protéines transporteuses d’acides gras (FATP) et entraine une régulation a la hausse d’ARNsno
cystolique provoquant le stress du réticulum endoplasmique (RE). Le palmitate via la voie Janus
kinase (JNK) entraine la production du facteur de transcription AP-1 aboutissant a une réponse
inflammatoire. Une production de ROS par les mitochondries entraine une activation
d’inflammasomes. Une synthése de DAG et de céramide entraine une résistance a ’insuline en
inhibant le substrat du récepteur a I’insuline-1 (IRS-1) et de la protéine kinase AKT aboutissant
a une régulation négative du récepteur a I’insuline (IR). Une activation du récepteur type Toll 4
(TLR4) entraine une activation d’inflammasomes et une transcription de divers geénes pro-
inflammatoires via les facteurs de transcription AP-1, le facteur de régulation de I’interféron

(IRF) et le facteur nucléaire kappa B (NFkB) (Figure 5 )(Ertunc et Hotamisligil, 2016).



Palmitate
‘ r Oxid$ LDLW 1

FATP R CD36 TLR4

Plasma membrane

kmmmmm CLLLECLELEERERECELE  ERERRCEEEEEERRRRER s ¢ CERRCEEEY
Sos@i@ () ) @
Mitochondrion E,’:L%S,\?REC?H l l [ ;
Inflammasome
activation PKR m w

PKR Cholesterol
crystals ———————3 Inflammasome
> activation

> <
L <

INK ) <€— Ceramides Proinflammatory
response

ER

Y

v

ER stress

@ I—» NFxB.) l—> @ I—bProinﬂammatory response

Nucleus

Figure 5: Effet de la lipotoxicité lors du processus inflammatoire.

Schéma tiré de la publication de Ertunc et Hotamisligil, 2016.

Parmi les geénes pro-inflammatoires exprimés que 1’on peut retrouver, celui codant pour la

cytokine pro-inframmatoire IL-6 qui sera discutée ci-bas.

3.2. IL-6 et les voies de signalisation:

Plusieurs mécanismes d’actions ont ét¢ démontrés comme intervenant dans le processus
inflammatoire de I’IL-6. Oberbach et al, (2012), ont pu rapporter dans leur article les trois
principales voies de signalisations via lesquelles 1’IL-6 agirait. 11 s’agit; 1) de la voie MAP/ERK
Kinase (MEK1), 2) la voie du phosphatidylinositol (PI3K ) et 3) la voie du C-Jun N-terminal
Kinase (JNK) (figure 6). Ils ont également montré que suite a un traitement au palmitate, un

acide gras saturé connu pour étre toxique, ce palmitate permettait la dissociation du complexe
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IkB phosphorylée-NFkB via le TLR4, puis I’activation du NFkB. Lorsque phosphorylé NFkB va
pouvoir étre transloqué au niveau du noyau afin de permettre la transcription du géne de I’IL-6.
De cette fagon, I’'IL-6 une fois exprimée va pouvoir étre sécrétée et enclencher un signal

autocrine inflammatoire qui s’effectue via le R-IL6.

cytokines

palmitate

- e

- SP 600125

Figure 6: Les différentes voies de signalisation qui sont impliquées dans le mécanisme

inflammatoire de I’IL-6.

Schéma illustrant les diverses voies de signalisation par lesquelles 1I’'IL-6 agirait lors du

processus inflammatoire. En rouge, les noms des inhibiteurs ( Oberbach et al, 2012).
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D’aprés Oberbach et al, (2012), le supresseur de la signalisation des cytokines 3 (SOCS3)
semble quant a lui réguler la transcription et la signalisation de 1’IL-6, en inhibant la protéine du
signal transducteur et activateur de la transcription (STAT) et la voie de signalisation Janus

Kinase et STAT (JAK\STAT). Voir I’annexe 2.

D’autres auteurs ont également rapporté que le fait d’inhiber le TLR2 et le TLR4 permettait la
diminution de 1’accumulation des lipides intracellulaires aboutissant de cette fagon a une
amélioration de la fonction cardiaque en prévenant les divers complications causées par les

lipides intracellulaires (Cohen et al, 2017).

L’IL-6 semble agir via deux formes de signalisation (Figure 7). Comme il a été rapporté
récemment par Morieri et al, (2017), la premiére est la signalisation classique dans laquelle
I’'IL-6 se lie directement au récepteur de I'IL-6 (R-IL6) qui s’exprime sur la membrane
plasmique des cellules et forme un complexe IL-6/R-IL6, auquel s’ajoute le co-recepteur gp130,
afin de pouvoir initier la signalisation en aval. La deuxiéme est la signalisation Trans dans
laquelle les cellules n’expriment pas de R-IL6. Néanmoins, on n’a la présence d’une forme
soluble du R-IL6 (sR-IL6) qui se lie a I’'[L-6. Une fois le complexe sR-IL6 et IL-6 formé, il
s’associe aux co-recepteurs gpl30 afin d’initier le signal et 1’activation de la cellule cible. Cette
signalisation comporte en plus de la présence des co-récepteurs gp130 membranaires, la présence
de la forme soluble du gp130 (sgp130) qui en se liant au complexe sR-IL6 et IL-6, va pouvoir
inhiber la signalisation de I’IL-6. Cet autre mécanisme a été observé dans des cardiomyocytes et

des cellules endothéliales (Morieri et al, 2017).
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Figure 7: La signalisation classique et la signalisation Trans de I’'IL-6.

Schéma montrant les deux formes de signalisation via lesquelles I’IL-6 effectue son activation du

signal dans divers types cellulaires (Morieri et al, 2017).

3.3. ’IL-6 dans le DT2:

Il a été rapporté par Riddy et al, (2017) que lors de la résistance a I’insuline il y avait une
production de I’IL-6 entrainant la transition, la différentiation et la polarisation des macrophages
M2 (anti-inflammatoires) en macrophages M1 (pro-inflammatoires). Aussi, 1’augmentation du
taux d’IL-6 a été associé¢ a une augmentation du facteur de coagulation D dimer (Aso et al,
2003). Le polymorphisme de I’'IL-6 634C/G a été suggéré étant un facteur susceptible de jouer

un role dans la néphropathie diabétique (Kitamura al, 2002). L’association de I’'IL-6 avec le
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TNFa entraineraient une augmentation du stress oxydatif et réduirait la phosphorylation d’eNOS
contribuant dans la dysfonction endothéliale coronaire (Jonghae Lee et al, 2017). L’IL-6 semble
jouer un role inflammatoire important dans le développement de la néphropathie diabétique
(Senthilkumar et al, 2018). Il semble y avoir une augmentation du taux d’IL-6 chez les femmes
atteintes d’'un DT2 comparé a des femmes saines (Malenica et al, 2017). Le polymorphisme du
gene IL-6(-174 et -572G/C) est associé au développement de la rétinopathie diabétique (Lu et
al, 2017). Il semble y avoir une corrélation entre la présence d’IL-6 et I’enzyme dégradant

I’insuline (IDE) chez les DT2 (Kurauti et al, 2017).

3.4. I’IL-6 dans la cardiomyopathie diabétique:

Il a été rapporté par Fontes et al, (2015) que I’IL-6 semble jouer deux rdles différents au niveau
du muscle cardiaque. Elle peut avoir un role protecteur permettant de prévenir la mort des
cellules cardiaques lorsque présente a court terme. Cependant, ce réle peut devenir pathogene
lorsque I’exposition a I’IL-6 devient chronique engendrant des effets néfastes pouvant aboutir a

une perte de fonction cardiaque, illustré dans la figure 8.
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Schéma montrant le role de la signalisation de I’'IL6 dans le myocarde (Fontes et al, 2015).

Autorisation : 4270931092762.

Il a ét¢ démontré chez la souris que lorsqu’on avait une augmentation du taux d’IL-6, cela
engendrait une diminution de la variabilité de la fréquence cardiaque (Hajiasgharzadeh et al,
2011). De fagon interessante, quant au mécanisme d’action, Al Rasheed, et al, (2016) ont pu
observer dans leurs travaux chez un modele de rat diabétique que la régulation a la baisse de la
voie JAK/STAT permettait une atténuation de la cardiomyopathie. Une dé€létion au niveau de
I’IL-6 pourrait diminuer le niveau de fibrose myocardique et améliorer la fonction cardiaque
(Zhang et al, 2016). L’huile d’ail semble avoir un effet cardioprotecteur ou elle permettrait
d’inhiber la régulation a la hausse de la voie MAPK (JNK et ERK) et la voie MEKS5/ERKS dans
des myocardes de rats, ce qui réduit les facteurs d’hypertrophie comme le peptide natriurétique

auriculaire (ANP) et le peptide cérébral natriurétique (BNP) et augmente la contractilité
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cardiaque (Chang et al, 2011). L’utilisation de la tanshionone ITA (TSN) semble avoir un effet
cardioprotecteur qui entraine une diminution du taux d’IL-6 via la voie AKT (Sun et al, 2011).
En inhibant la voie NFkB cela permettait de diminuer le taux d’IL-6 aboutissant a un effet
protecteur (Liao et al, 2017). L’Ulinastatine semble avoir un effet protecteur entrainant une
diminution du taux d’IL-6 en diminuant la voie MAPK (Wang et al, 2017). Aussi, la
dihydromyricetine semble avoir un effet protecteur de la fonction cardiaque en diminuant le taux
d’IL-6 (Wu et al, 2017). Ainsi, divers de ces études montrent combien 1I’'IL-6 joue un rdle
conséquent dans la cardiomyopathie diabétique. Ce travail va aussi se pencher sur le role qu’a

IL-6 dans le métabolisme lipidique de cette pathologie.
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II. PREALABLES, JUSTIFICATION ET OBJECTIFS DU SUJET:
2.1. Préalables et justification du sujet:

Les travaux de ce mémoire avaient pour objectifs la compréhension des mécanismes de la
lipotoxicité cardiaque lors de la cardiomyopathie diabétique, et notamment de comprendre les

divers voies du métabolisme lipidique qui seraient perturbées.

Le coeur tient son énergie en majorit¢ des acides gras qui augmentent chez les diabétiques.
Dr’ailleurs, Borisov et al, (2018), ont montré une accumulation des lipides dans le muscle
cardiaque chez les patients atteints de DT2 qui entrainerait une importante dysfonction

cardiaque, lipotoxicité et mort cellulaire du muscle cardiaque (Borinov et al, 2008).

Dans nos expériences, nous utilisons deux acides gras qui sont considérés comme étant les plus
abondants dans 1’apport nutritif lipidique chez I’ Homme. Le premier est le palmitate, un acide
gras saturé connu pour étre toxique. Le second est I’oléate qui est un acide gras mono-insaturé

connu pour ne pas étre toxique.

Dans I’article de notre laboratoire d’Haffar et al, (2015) ils ont montré que le traitement des
cardiomyocytes au palmitate (300uM) pendant 24h augmentait le taux d’ARNm du TNFa ainsi
que de I’IL-6. Ceci était observé avec un effet dose réponse avec 50, 100 et 300uM pendant 24h
de traitement. Suite a cela, plusieurs traitements ont été utilisés afin de savoir qui du TNFa et de
I‘IL-6 pouvait aboutir a la lipotoxicité dans les cardiomyocytes. Ainsi, lorsqu’on traitait au
palmitate combiné a de 1’oléate, il y avait une réduction du taux d’ARNm de I’IL-6, tandis que le
taux de ’ARNm du TNFa ne changeait pratiquement pas. D’autres traitements combinés ont
¢galement ¢té utilisés, notamment le traitement au palmitate combiné a du AICAR (5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucléotide), un agoniste de 1I’AMPK (AMP-activated
protéine kinase), et aussi un autre traitement le palmitate combiné avec des agonistes des PPARs
(deux agonistes étaient utilisés: GW501516 ciblant le PPARS et le Wy14643 ciblant le PPARQ).
L’ensemble de ses traitements montraient une diminution du taux d’ARNm de I’'IL-6 qui
s’accompagnaient d’une diminution de la mortalité dans les cardiomyocytes, tandis que I’effet

sur ’ARNm du TNFa était une diminution dans le traitement comportant 1’agoniste AICAR,
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mais pas pour les traitements qui comportaient les deux agonistes des PPARs. En somme, les
divers expériences ont abouti a une conclusion qui serait que I’IL-6 aboutirait a une lipotoxicité

des cardiomyocytes ainsi qu’a une régulation a la baisse des PPARs (6 et a).

D’autres résultats de notre laboratoire (annexe 3) avaient montré que lorsqu’on traitait des
cardiomyocytes avec 300uM de palmitate on observait au niveau transcriptomique, une
augmentation significative du taux du TLR2 au bout de 8h et 16h de traitement, mais pas au bout
de 24h. Par contre, le récepteur TLR4, était quant a lui augmenté seulement au bout de 16h, mais

pas au bout de 8h et 24h.

De manicre interessante avant de faire les expériences de ce manuscrit, d’autres résultats
préliminaires de notre laboratoire ont été produits apreés extinction du geéne de 1I’'IL-6 (Knock-

down) dans les cardiomyocytes pour vérifier I’effet d’un traitement au palmitate ou a 1’oleate.

Pour cela, les cardiomyocytes étaient infectés avec des lentivirus comportant le siARN anti IL-6
(deux formes furent utilisées). La figure 9A démontre une diminution du taux d’IL-6 qui été

exprimé dans les cardiomyocytes.

Par la suite, ils ont pu montrer que dans les cardiomyocytes aprés une infection avec des
lentivirus comportant des siARNs anti [L-6 et un traitement au palmitate induisait une
augmentation de la mortalité cellulaire que I’IL-6 soit inactivé ou pas. Par contre, lorsque les
cardiomyocytes ont été¢ infecté avec les siARNs anti IL-6 et traités a 1’oleate, il y avait une
augmentation du taux de mortalité seulement dans les cellules traitées avec le siARN anti IL-6,

mais pas avec le siARN Scramble (figure 9B et C):
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Figure 9: L’effet de I’extinction du géne de I’IL-6 sur la viabilité des cardiomyocytes.

La figure était réalisée avec les travaux fait par: Félix-Antoine Brébé-Simard, et récupérée auprés du directeur du laboratoire. (Rpl34: gene

rapporteur en qPCR). La méthode utilisée pour la vérification de la viabilité est I’essaie au iodure de propodium (PI).

Ces résultats ont ét¢ d’une grande surprise, car on révélait une mortalité cellulaire avec le
traitement a 1’oléate apres inactivation de la syntheése de I’IL-6. D’autre part, le palmitate est

devenu encore plus toxique apres I’inactivation de I’IL-6.

Ces travaux ont amené le laboratoire a se pencher sur le role que jouait I’'[L-6 dans le
métabolisme lipidique suggérant que I’IL-6 pouvait jouer un role important mais a une certaine
concentration: quand exprimé fortement, il semblait étre létal, alors que 1’abolir totalement
entrainait le méme effet de 1étalité. On ayant prit en compte 1’ensemble des résultats antérieurs
de notre laboratoire, dont ceux publiés dans 1’article d’Haffar et al, (2015) et aussi des résultats
préliminaires sur D’extinction du geéne de I'IL-6 dans les cardiomyocytes, on n’a voulu
s’intéresser au role potentiel que pouvait jouer I’'IL-6 dans le métabolisme lipidique de ces

cellules.
2.2. Objectifs:

1. Mesurer le taux d’IL-6 qui serait sécrété par les cardiomyocytes en condition de lipotoxicité

en utilisant 1’acide gras saturé connu pour €tre toxique le palmitate.

2. Mesurer I’effet d’un taux d’IL-6 endogene physiologique sur la viabilité des cardiomyocytes

en utilisant de 1’IL-6 recombinante combinée avec de 1’oléate.

3. Mesurer I’effet d’un taux d’IL-6 endogéne physiologique sur les lipides intracellulaires des

cardiomyocytes en utilisant de 1I’IL-6 recombinante combinée avec de 1’oléate.
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III. MATERIELS ET METHODES:
3.1. Préparation des acides gras:

On utilise dans nos expériences de I’albumine de sérum bovin (BSA) (Sigma, A7030-100G) dans
du 150mM NaCl (Sigma, S3014-5KG) comme véhicule permettant de transporter les divers
acides gras utilisés pour les divers traitements des cellules. On dissout 1’oléate sodium (Sigma,
07501) dans du méthanol que I’on rajoute ensuite a 0.17mM de BSA (Un ratio de 6:1 M), cela se
fait sous une petite agitation pendant lheure a 37°C, une solution qui va étre conservée en
aliquots a -80°C jusqu’a utilisation. Le palmitate (Sigma, P9767) aussi est dissout dans 150mM
de NaCl avec une température de 70°C. Le mélange est ensuite ajouté a 0,17 mM de BSA (Un
ratio de 6:1 M), toujours sous une petite agitation pendant lheure a 37°C , puis est conservé en
aliquots a -80°C jusqu’a utilisation. Des solutions qui vont étre diluées avec du milieu de culture

lors des traitements cellulaires.
3.2. Isolation et culture cellulaire des cardiomyocytes primaires:

On procede a I’anesthésie de bébés rats portés par des rats femelles de la lignée SPRAGUE
DAVLEY, agés d’un jour provenant de la compagnie Charles River avec de I’isofluorane (Baxter,
CA2L9100-100ml). On utilise de I’éthanol 70% (Commercials alcohols, PI6EA95) pour
s’assurer que I’ensemble des instruments a utiliser sont stériles lors de la microchirurgie. On
procede a I’isolation des coeurs néonataux en s’assurant de prendre le tissu ventriculaire que 1’on
coupe en petits morceaux et que 1’on dispose dans une solution tampon de Hanks, constituée de:
137mM NacCl, 5.36 mM KCI (ACROS, 193780010) , 0.81mM MgSO4 (ACROS, 41348-5000),
5,55mM dextrose (ACROS, 41095-0010), 0.44 mM Na2HPO4 (ACROS, 204855000), 20mM
HEPES (Sigma, H3375-500G) et 50pg/ml de gentamicine. Apres plusieurs lavages dans ce
tampon, on va pouvoir digérer avec la méme solution de tampon de Hanks a laquelle on rajoute
de la collagénase-II (50 unités/ml)( Worthingyon, LS004176), ainsi que 0,36uM de CaClx
(Sigma, C-3306-100G). On fait plusieurs cycles d’environ 10 minutes chacun sous agitation a
37°C, jusqu’a digestion de la totalité du tissu ventriculaire. A chaque fois que la solution de

digestion devient trouble au bout de chaque cycle de digestion, on va pouvoir centrifuger et
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récolter le surnagent dans une solution de sérum de veau feetal(SVF) (Wisent, 090-150) que 1’on
met directement dans un bac de glace. Une fois I’ensemble du tissu digéré, on le centrifuge et le
culot récolté contenant les cardiomyocytes et des fibroblastes est ensuite transféré dans un pétri
(Fisher Scientific, 12-556-002) avec un milieu de culture contenant: DMEM/F12 (Fisher
Scientific, SH3002302), 10% de SVF. On les incube pendant 30 minutes a 37°C pour laisser les
fibroblastes adhérer au pétri, afin de se débarrasser d’eux. Au bout de ce temps, on pourra
transférer le surnageant contenant les cardiomyocytes dans des pétris, contenant: DMEM/F12,
2% de SVEF, 0.5% pénicilline/streptomycine (Fisher Scientific, SV30010) et 100uM de
bromodéoxyuridine (BrdU)(Sigma, B5002-250G), ce dernier étant utilisé pour éviter la
prolifération des fibroblastes contaminants, pour ensuite utiliser la densité souhaitée. Cependant,
les cardiomyocytes primaires néonataux récoltés restaient environs 6 jours a 37°C avant tout

traitement.
3.3. Culture cellulaire des H9C2:

On n’a utilisé¢ une ligne cellulaire secondaire de cardiomyoblastes de rat (H9C2) commandée
chez ATCC®( ATCC®, CRL- 1446TM). Ceci étant donné que 1’utilisation des cultures primaires
¢tait trés couteuse, nous avons optimisé nos expériences sur ces cellules afin de passer ensuite a
la culture primaire de cardiomyocytes de rats. Les H9C2 étaient cultivées dans du DMEM/F12
additionné de 10% de SVF et 0.5% de pénicilline/streptomycine a 37°C et une humidité
atmosphérique dans I’incubateur a 5% CO.. Elles ont été utilisées pour évaluer I’effet de
I’addition de I’'IL-6 recombinante sur la viabilit¢ des HIC2 traitées avec de 1’oléate et\ou IL-6
recombinante a différentes concentrations souhaitées pendant 24h a 37°C. On pouvait ensuite

faire le test de viabilité tel que décrit précédemment.
3.4. IL-6 recombinante:

Pour les divers traitements a I’IL-6 recombinate, nous avons utilis¢ de 1’'Il-6 recombinante
provenant de rat (Sigma-10406), qui était exprimée chez Escherichia Coli. Son poids moléculaire

est d’environs 22kDa. Elle était présente dans une solution filtrée de 0.2um d’acétate de sodium

a 50mM, pH 4 et de 1a BSA.
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3.5. Test de viabilité:

La viabilité était déterminée par 1’utilisation de I’essaie au lodure de Propodium (PI). Les
cardiomyocytes primaires néonataux ont été traités avec de I’oléate et/ou palmitate et/ou IL-6
recombinante ou BSA, ainsi que pour chaque temps souhaité. Ils étaient présents en quatre
exemplaires. Apres ’arrét du traitement, on incubait ces cardiomyocytes avec du PI pendant 30
minutes a 37°C. Au bout de cela, on pouvait lire les différences d’intensité¢ de fluorescence

(535nm excitation/617 nm émission) grace a un lecteur de microplaque synergy? (BioTek).
3.6. La méthode immuno-enzymatique ELISA pour I’'IL-6:

Avec un kit Elisa d’IL6 de rat (Life Technologies, KRCOOG61), on n’a pu mesurer le taux de
d’IL6 sécrété dans le milieu extarcellulaire par les cardiomyocytes en utilisant leurs milieu de
culture qu’on n’a récolté au bout des différents temps de traitements. On n’a utilisé¢ 1’ensemble
des instructions présentes dans le protocole inclus dans le kit pour pouvoir réaliser une lecture

d’absorbance a 450nm dans un lecteur de microplaque synergy?2.
3.7. Isolation des lipides par la méthode de Bligh et Dyer:

On procédait a une préparation de petits tubes a essais en verre (VWR Scientific Product,
60825-469) dans lesquels on incorporait 1.9ml comportant un ratio de 1:2 (viv) de
CHCL3:MeOH (Fisher Scientific, CAS67-56-1), respectivement avec des volumes de
0.63:1.26ml. Ensuite, on rajoutait les échantillons cellulaires qui étaient traités avec différents
traitements dans ces tubes a essais, que I’on vortex de 1 a 2 secondes (sec) pendant 2
minutes(min). On rajoutait a chaque mélange 1.25ml de CHCL3, on vortexait de 1 a 2 sec
pendant 2min. Puis, on rajoutait 1.25ml d’H2O pour chaque tube que I’on vortexait de 1 a 2 sec
pendant 2 min. On centrifugeait a une intensité de 1000 RPM (rotations par minute) pendant 5
min a température ambiante, une étape au bout de laquelle on arrivait a avoir au niveau des
tubes, deux phases. Une phase aqueuse en haut et une autre phase organique en bas. Enfin, on
procédait a la récolte de la phase organique que 1’on transférait dans des nouveaux petits tubes a
essais en verre. Ces tubes étaient soumis a un courant de gaz d’azote afin de les assécher, pour

étres utilisés pour la chromatographie sur couche mince. Si les échantillons n’étaient pas
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directement utilisés, ils étaient recouvert de film transparent et gardés a -80°C pour usage

ultérieur.
3.8. Chromatographie sur couche mince (CCM):

Apres ’isolation des lipides des cardiomyocytes par la méthode de Bligh et Dyer mentionnée ci-
dessus, on pouvait dissoudre les échantillons contenus dans les petits tubes a essais en verre dans
50ul de chloroforme (Sigma Aldrich, C2432-2.5L) par tube que l’on vortexait pour
homogénéiser. Ensuite, on déposait une série de marqueurs avec les trois différents triglycérides
(TG): Triacylglycérol (TAG), Diacylglycérol (DAG) et le Monoacylglycérol (MAG)
(Sigma-1787-1AMP) sur une plaque de silice ( M Analytical Chromatography, 1.05608.001),

ainsi que des goutes issues des divers échantillons a analyser.

Cette plaque était placée dans un récipient vertical en verre contenant 151,5 ml, soit 75:75:1.5ml
respectivement de chloroforme: Diethylether(Sigma Aldrich, 346-136-1L): Acide acétique
(Sigma Aldrich, 320099-500ML), ainsi que du papier Western blot épais (Immunoblion-P®,
IPVHO0010). Puis, on fermait le récipient avec son couvercle également en verre, afin de
permettre la migration des différentes TG pendant environ 60min. Au bout de ce temps, on
enlevait la plaque de silice et on la laissait sécher a 1’air libre pendant environ 30min. Enfin, on
révélait et visualisait les tdches laissées par la migration des TG, en mettant et en retirant
rapidement la plaque dans un bain de rhodamine (Sigma Aldrich, 02558-100ML) (1 a 2
secondes). Alors, on laissait la plaque séchée a nouveau a I’air libre environ 30min. Au bout de
ce temps, on pouvait réaliser une photo qui nous permettrait de quantifier I’intensité des

différentes taches.
3.9. Analyse statistique:

Dans nos résultats les graphiques illustrent des barres représentant un écart-type pour la moyenne
(Moyenne £ Ecart-type). Nous avons utilisé le test ANOVA permettant de comparer 3 groupes ou
plus avec le test post-hoc Tukey. La valeur p<0.05 indique que le résultat comparé est

statistiquement significatif.
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IV. RESULTATS:

4.1. Mesure du taux d’IL-6 sécrétée par les cardiomyocytes primaires:

[ILé] pg/ml

[ILé] pg/ml

50

37,5

25

12,5

BSA 51uM 4h Palmitate 100uM 4h Palmitate 200uM 4h Palmitate 300uM 4h

1100

825

550

275

BSA 51uM 16h Palmitate 100uM 16h Palmitate 200uM 16h Plamitate 300uM 16h

Figure 10: Taux d’IL-6 sécrétée par les cardiomyocytes primaires lors de la lipotoxicité.

Apres un traitement au palmitate le taux d’IL-6 sécrétée dans le milieu extracellulaire par les

cardiomyocytes primaires de rats ne semble pas changer au bout de 4h (Figure 10, du haut) mais
on peut observer une augmentation au bout de 16h (Figure 10, du bas) étant plus importante avec

une concentration de 300uM correspondant a environ 0.6 ng/ml (condition lipotoxique). Les
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Relative fluorescence

statistiques ne pourront tre fait car une seule expérience pour chaque figure. Ce résultat nous
permet demeurer le taux d’IL-6 qui a été sécrété par les cardiomyocytes primaires dans le milieu
extracellulaire lors de la condition lipotoxique engendrée par le palmitate. On n’a su
préalablement dans les travaux d’Haffar et al, (2015) qu’il y avait une augmentation
significative du taux d’IL-6 lors du traitement au palmitate, lequel s’accompagnait d’une
importante moralité¢ cellulaire. Cette méme augmentation fut également observée chez
Oberbach et al, (2012) dans des cellules musculaires lisses. De cette manicre, on a voulu
connaitre qu’elle était la concentration d’IL-6 qui serait impliquée lors de la lipotoxicité induite

par le palmitate.

4.2. Leffet de ’addition de I’IL-6 recombinante sur la viabilité des cardiomyocytes H9C2:

50

37,5

[\*]
)]

12,5

BSA 51uM 24h Oléate 100uM 24h Oléate 300uM 24h Oléate 300uM + 0.1ng/ml IL6r 24h Oléate 300uM + 0.3 ng/ml IL6r 24h

Figure 11: I’TL-6 diminue le taux de mortalité dans les cardiomyocytes HIC2.

(4 Indique p<0.05 vs. le controle traité a la BSA 51uM, 4 Indique p<0.05 vs. le traitement a 1’oléate 300uM, * Indique p<0.05 vs. le traitement
al’oléate 300uM + 0.1 ng/ml IL-6r). IL6r pour IL-6 recombinante.

25



Dans cette figure 11, il est important d’observer qu’un traitement a 1’oléate avec une forte
concentration a lui seul provoquer une mortalit¢ dans notre modele cellulaire de cardiomyocytes,
la lignée H9C2 mais pas dans la culture primaire, un effet qui diminue avec la co-administration
de I’IL-6 recombinante. Selon cette expérience, le traitement a I’IL-6 recombinante combinée
avec de I’oléate 300uM réduit le taux de mortalité dans la lignée cellulaire H9C2 en comparant
aux traitements avec de I’oléate a 300uM seul. Cette diminution est caractérisée par un effet
dose-réponse avec les deux différentes concentrations de 1’IL-6 recombinante utilisées, soit avec
0,1ng/ml et 0,3 ng/ml pendant 24h. Il est interessant de voir que certaines concentrations d’IL-6
recombinante ont permit de diminuer le taux de mortalité cellulaire suggérant un role
lipoprotecteur de 1I’'IL-6 dans les cardiomyocytes. D’ailleurs, nos travaux montré¢ préalablement
dans nos résultats préliminaire (Figure 9) soutiennent nos résultats de la figure 11 qui montraient
que l’abolition de I'[L-6 provoquait une forte moralit¢ cellulaire dans les cardiomyocytes
primaires traitées a 1’oléate. Ainsi, abolir totalement 1’IL-6 ou avoir un taux élevé d’IL-6 seraient
lipotoxique et provoquerait la mort cellulaire. La figure 11 montre clairement 1’importance

d’avoir un taux d’IL-6 qui serait lipoprotecteur et et préviendrait la mort cellulaire.

4.3. L’effet de P’addition de I’[LL-6 recombinante sur la lipotoxicité des cardiomyocytes

HI9C2:
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BSA 51uM 16h Oléate 100uM 16h Oléate 300uM 16h Oléate 100uM + 0.3 ng/ml IL6r 16h
Figure 12: LI’IL-6 semble diminuer le taux des triglycérides dans les cardiomyocytes HOC2.

(Le résultat obtenu en chromatographie sur couche mince est présent dans les résultats supplémentaires, résultat supplémentaire 1)

Dans les cellules HOC2 de la figure 12, on a observé en chromatographie sur couche mince que
lorsqu’on traitait ces cellules pendant 16h avec 1’oléate 100uM et I’IL-6 Recombinante (0.3ng/
ml) il y avait une diminution du taux des triacylglycérols (TAG) comparé au traitement avec de
I’oléate seul. Les écarts types et statistiques ne pourront étre fait car une seule valeur par
condition et une seule expérience pour cette figure. Ce résultat suggére un potentiel effet de
I’IL-6 recombinante dans les cellules H9C2 qui est une diminution de I’accumulation des lipides
intracellulaires et de la lipotoxicité en favorisant la -oxydation, comme le montrait les travaux
d’Haffar et al, 2015. Ainsi, I’IL-6 aurait probablement un rdle cytoprotecteur et cardioprotecteur

dans le métabolisme lipidique des cardiomyocytes.
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V. DISCUSSION:

Les résultats de ce travail nous ont permit de montrer que 1’IL-6 jouait un réle conséquent dans
le métabolisme lipidique des cardiomyocytes. Cette cytokine semble augmenter de maniére
importante lors de la lipotoxicité produite par le palmitate. L’IL-6 se trouve avec une
concentration importante dans le milieu extracellulaire et diminue le taux de mortalité dans la
lignée cellulaire H9C2. En ayant utilisé I’IL-6 recombinante, on a pu observer une diminution du
taux de mortalité engendré par le traitement a I’oléate (300uM). D’autre part, on a pu observer

que I’'IL-6 diminuait les TAG dans la lignée cellulaire H9C2 aprés un traitement a 1’oléate.

L’IL-6 est sécrétée dans le milieu extracellulaire des cardiomyocytes aprés un traitement avec
différentes concentrations de palmitate pour 16h sans changement a 4h. Le niveau de sécrétion
est a environ 0,6ng/ml. Ces travaux semblent appuyer qu’un taux élevé d’IL-6 jouerait un role
conséquent lors de la lipotoxicit¢ entrainant une mortalit¢ cellulaire significative des
cardiomyocytes déja observée précédemment (Haffar et al, 2015). La lipotoxicité du palmitate
est aussi observée dans les cellules musculaires lisses de la vessie, ou cet acide gras saturé
entraine une augmentation du taux d’IL-6 engendrant une importante mortalit¢ et une
perturbation de plusieurs fonctions cellulaires (Oberbach et al, 2012). Cette lipotoxicité fut
¢galement montré par Krogmann et al, (2011) en mettant en évidence que dans des cellules
endothéliales d’arteres coronaire le traitement au palmitate induisait une augmentation de divers
cytokines inflammatoires incluant 1’IL-6 montrant ainsi le potentiel lipo-inflammatoire des
acides gras saturés dans le systéme vasculaire. Par contre, un traitement avec des acides gras
insaturés tel que 1’oléate n’a pas d’effet toxique sur les cellules endothéliales en culture. Un autre
groupe de recherche de Lamers et al, (2012), a évalué I’effet du palmitate et de 1’oléate dans des
cellules musculaires lisses humaines (CML) et le rdle lipotoxique qu’ils pouvaient avoir dans la
progression de 1’athérosclérose. Ils ont observé que le palmitate augmentait 1'lL-6 endogéne et
celle sécrétée dans le milieu extracellulaire comme dans notre modele cellulaire de
cardiomyocytes. Toutefois, chez Lamers et al, il y a eu préalablement une induction de
I’activation d’NFkB en amont jouant ainsi un réle inflammatoire important dans la dysfonction

vasculaire. Or, on n’a pas mesurer le taux d’NFkB dans nos expériences. Cependant, aprés un
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traitement des CMLh avec 100uM d’oléate pendant18h, ils ont observé une activation du facteur
NFkB, ainsi qu'un ensembles de facteurs liés a la voie NFkB provoquant une importante
prolifération des CMLh. Cette prolifération n’étant pas observée avec le traitement au palmitate,
ces auteurs suggerent que 1’oléate pourrait lui aussi jouer un role conséquent dans la progression
de la dysfonction vasculaire (Lamers et al, 2012). Le role de 1’oléate est certainement est
different d’un type cellulaire a un autre. Dans les cardiomyocytes, par exemple, 1’oléate semble
atténuer la lipotoxicité engendrée par le palmitate, lui procurant dans ce cas un rdle
lipoprotecteur, cytoprotecteur et cardioprotecteur. Tandis que, dans notre résultat présent dans la
figure 11, ’oléate engendrait une toxicité sur la lignée HOC2 (Résultat qui sera discuté ici-bas).
D’autre part, Bulmus et al, (2013) rapportait que I’administration d’une importante dose d’acide
oléique chez des rats permettait d’induire le syndrome de détresse respiratoire aigué servant de

modele animal pour cette pathologie humaine.

Nous avons également observé que I’IL6 permettrait de diminuer la mortalité cellulaire dans la
lignée cellulaire HOC2 de rats en atténuant probablement la lipotoxicité, ce qui entrainerait une
augmentation de la viabilit¢ cellulaires. Bien que ces résultats soient intéressants, il faudrait
refaire les expériences afin d'en tester la reproductibilité. On savait déja par les travaux antérieurs
de notre laboratoire, que 1’oléate a lui seul n’était pas toxique pour les cardiomyocytes, et
n’entrainait pratiquement pas de mortalité cellulaire (Tel démontré dans I’annexe 4, figure B).
Or, la figure 11 montre que 1’oléate est toxique provoquant une mortalité¢ dans la lignée cellulaire
H9C2 a la concentration de 300uM. L’ajout a 1’oléate d’une concentration d’IL-6 recombinante
de 0.1ng/ml et 0.3ng/ml semble diminuer la mortalité cellulaire. Ainsi, I’'IL-6 semblerait avoir un
effet cardioprotecteur et lipoprotecteur dans la lignée HOC2 suggérant que 1’IL-6 pourrait avoir
un réle important dans le métabolisme lipidique. Cette concentration d’IL-6 est importante a
connaitre afin de déterminer quel niveau est nécessaire pour obtenir I’effet bénéfique de cette
cytokine pro-inflammatoire dans les cardiomyocytes. Un effet et une concentration qui vont
forcement étre différents d’un type cellulaire a un autre, tel est le cas par exemple de celui cité
préalablement par Lamers et al, (2012) ou ’on observait une prolifération des CMLh suite au
traitement a 1’oléate, montrant ainsi son potentiel role lipotoxique. Toute fois, ce résultat appuie

le résultat préliminaire de notre laboratoire ayant amorcé ces travaux, qui montrait que suite a
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I’extinction du geéne de I’IL-6 dans les cardiomyocytes, I’oléate devient lipotoxique engendrant
la mort cellulaire. Ainsi, I’IL-6 serait forcement nécessaire au fonctionnement physiologique des
cardiomyocytes assurant leurs viabilité. Dans notre cas cette concentration serait entre 0,1 et
0,3ng/ml, un niveau moins élevé que la concentration de I’IL-6 sécrétée par les cardiomyocytes
aprés un traitement au palmitate. L’effet cytoprotecteur de 1’oléate fut également observé par
Ricchi et al, (2009) ils ont observé le role hépatoprotecteur de cet acide gras mono-insaturg.
Ainsi, lorsqu’ils traitaient les hépatocytes avec du palmitate combiné a de 1’oléate, ils

observaient une diminution de 1’apoptose ainsi qu’une diminution de la résistance a ’insuline

Enfin, nous avons observé une diminution du taux des TAG dans la lignée cellulaire H9C2 apres
un traitement a I’oléate combiné avec de I’IL-6 recombinante par rapport & un traitement a
I’oléate seul. Cette expérience suggere une diminution du taux de lipides intracellulaires et une
augmentation du catabolisme lipidique. Ainsi, ces travaux supporterait la possibilité que I’IL-6
pourrait protéger les cardiomyocytes contre la lipotoxicité en permettant 1’augmentation de la -
oxydation des acides gras entrainant leurs dégradation dans la matrice mitochondriale, diminuant
ainsi leurs accumulation intracellulaire. Dans 1’article de notre laboratoire d’Haffar et al, (2015)
il a été montré que le traitement des cardiomyocytes au palmitate activait des genes cibles des
PPARs, dont Acadl, Acsl et Cptlb, pendant les premicres heures de traitement soit entre 4h et 8h.
Cependant, au bout de 24h de traitement, 1’expression de ces genes diminuait. Toutefois, lorsque
les cardiomyocytes étaient traités a 1’oléate Acadl, Acsl et Cptlb augmentaient a tous les temps.
D’autres travaux d’Haffar et al, (2015B) vont dans le sens de notre figure 12, ou ils montrait que
lorsque on traite des cardiomyocytes avec l’etomoxir permettant d’inhiber la Cptl qui est
I’enzyme qui permet I’entrée les acides gras au niveau de la mitochondrie et permet d’amorcer
leurs processus de B-oxydation et d’aboutir a la formation de I’ATP. On observait une diminution
de la B-oxydation qui s’accompagnait d’'une augmentation de mortalité cellulaire de fagon
significative, ceci étant illustré dans I’annexe 4. Ce méme article (Haffar et al, 2015) illustrait de
manicre interessante I’importance de la f-oxydation dans le métabolisme lipidique au niveau des
cardiomyocytes ou I’on observait beaucoup moins de production de CO2, un produit métabolique
issu du catabolisme de 1’acétyle-CoA au niveau du cycle de Krebs suite au traitement au

palmitate. Avec le traitement a ’oléate le taux de CO; produit était augmenté de manicre tres
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importante, ce qui semblerait avoir un effet cytoprotecteur dans les cardiomyocytes. D’autres
résultats montrent qu’aprés une diminution de la B-oxydation, cela est suivi d’une importante
diminution de la Cptlb (Haffar et al, 2015). Cependant, dans ce travail les expériences avec
I’IL-6 recombinante n’ont pas été réalisées pour savoir si on n’arrivait a une augmentation au

niveau du taux de Cptlb.

L’article d’Haffar et al, (2015) montrait I’importance de Cptlb dans le métabolisme lipidique. I
est possible que I’IL-6 puisse aussi permettre la diminution de ’accumulation des acides gras en
limitant leurs absorption dans les cardiomyocytes. Dans les travaux de Sorrentino et al, (1988)
I’entrée de 1’oléate au sein des cardiomyocytes semblait étre saturée au bout d’un certain seuil
grace a une protéine cardiaque de liaison aux acides gras appelée FABP que I’on retrouve

illustrée dans la figure 4.

Ainsi, on pourrait suggérer que 1I’IL-6 permettrait d’atteindre un probable plateau d’acides gras
intracellulaire qui serait essentiel pour les fonction physiologiques des cardiomyocytes. Un taux

qui serait suffisamment lipoprotecteur et cardioprotecteur.

L’ensemble des résultats de mon travail de maitrise doit étre revalidé afin de pouvoir réaliser des
tests statistiques et conclure a des résultats significatifs. En effet, I’ensemble des résultats ne sont
pas significatifs par manque de reproduction des expériences. Plusieurs tentatives furent établies
mais sans succes avec beaucoup de variabilité. Il est donc important de noter que 1’ensemble des
travaux au niveau de ce manuscrit ne doivent pas étre pris pour acquis. Ils devraient plutét étre
considérés comme étant un travail préliminaire qui pourrait aider a I’avenir a 1’¢laboration

d’autres travaux qui s’en inspireraient pour des recherches futures.

31



VI. CONCLUSION:

Ce projet de maitrise a vu le jour suite aux travaux préliminaires de notre laboratoire montrant
que lorsque l'on réalisait I’extinction du gene de I'IL-6 dans les cardiomyocytes primaires,
combiné a un traitement 1’oléate non-toxique, on avait une importante augmentation de la

mortalité cellulaire.

Cela nous avait amené a suggérer que 1’IL-6 endogene était importante pour assurer la viabilité
des cardiomyocytes. Selon nos travaux, cette cytokine aurait un effet cytoprotecteur cardiaque.
Cependant, lorsque le taux d’IL-6 ¢était trop élevé, celle-ci devenait 1étale pour les

cardiomyocytes.

Parmi les roles cardioprotecteurs que I’on a pu suggérer avec nos résultats trés préliminaires dans
ce manuscrit, I’'IL-6 jouerait un role dans la régulation du métabolisme lipidique cardiaque en
permettant une diminution des lipides intracellulaire et une augmentation du catabolisme
lipidique. De cette manicére, I'IL-6 endogéne physiologique permettrait de protéger les
cardiomyocytes contre la lipotoxicité des acides gras. Cette protection pourrait étre liée a une
augmentation de la P-oxydation qui permettrait la dégradation des acides gras par les

cardiomyocytes, mais cette hypothése reste a vérifier.

Il reste beaucoup de travail a faire afin de pouvoir s’assurer de la pertinence des résultats afin
d’arriver a des conclusions significatives sur le réle que pourrait jouer I'IL-6 dans le

métabolisme lipidique de la cardiomyopathie diabétique.
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ANNEXES

Table 2 - Prevalence of diabetes and estimated diabetes numbers among adults aged 20-79 years for the years 2011 and
2030: 80 most populous countries.

Country Prevalence (%) adjusted to Mean annual
World National Number of adults increment (000s)
population population with diabetes
(000s)
2011 2030 2011 2030 2011 2030
AFR
Angola 2.9 3.4 22 24 185 383 10
Burkina Faso 3.0 3.6 24 2.7 175 371 10
Cameroon 6.1 et 5.2 5 501 913 22
Cote d'Ivoire 4.9 6.1 4.2 5.0 406 813 21
Democratic Republic il 357 25 2.7 731 1422 36
of Congo
Ethiopia 34 3.7 3.5 3.8 1377 2629 66
Ghana 5.0 6.2 4.1 5.0 517 1036 27
Kenya il 6.3 4.0 5.0 769 1683 48
Madagascar 4.7 el 44 4.5 428 831 7l
Malawi 5.6 6.5 5.4 6.1 352 747 21
Mali 1.9 24 1.5 1.8 100 217 6
Mozambique 2l B 27 3.2 295 581 15
Niger 4.2 4.3 4.4 4.7 284 620 18
Nigeria 4.8 6.0 4.0 4.8 3055 6113 161
South Africa 7.0 s 6.5 7.2 1947 2548 32
Uganda 2.8 k) 2.2 2.5 308 690 20
United Republic 2.8 3.8 23 3.0 473 1107 33
of Tanzania
EUR
Azerbaijan 2.8 3.2 2.6 3.4 167 260 5
Belarus 8.0 9.3 D3 11.2 677 745 4
Belgium 4.8 5.7 6.6 7.6 515 604 5
Czech Republic 5.3 6.4 6.9 8.3 557 660 5
France 5.4 6.6 i 8.2 3238 3888 34
Germany She] 6.5 8.0 s 5022 5585 30
Greece Sl 6.1 7.0 8.3 603 714 6
Hungary 6.0 7.0 7.6 8.4 568 599 2
Italy il 6.4 7.8 O 3560 4238 36
Kazakhstan st 9.0 i 9.0 801 1128 17
Netherlands 5.2 6.4 7.3 8.8 882 1095 11
Poland 9.0 10.1 10.6 12.2 3057 3410 19




Table 2 (Continued)
Country Prevalence (%) adjusted to Mean annual
World National Number of adults increment (000s)
population population with diabetes
(000s)
2011 2030 2011 2030 2011 2030
Portugal 9.5 115 12.7 15.2 1021 1201 9
Romania 7.7 2.0 9.2 111 1506 1709 11
Russian Federation 9.7 1415 s 13.9 12,593 14,113 80
Serbia il 9.0 9.3 10.5 671 752 4
Spain 6.3 7.8 8.1 10.6 2840 3932 57
Sweden 4.2 5.0 5.7 6.1 386 433 2
Turkey 79 9.4 74 9.5 3502 5921 127
Ukraine 29 33 SHE 4.0 1196 1208 1
United Kingdom 52, 6.2 6.8 b 3064 3646 31
Uzbekistan 6.4 7.7 5.0 6.8 813 1547 39
MENA
Afghanistan 7.6 8.6 6.0 6.2 818 1649 44
Algeria 6.9 7.7 6.3 7.6 1435 2351 48
Egypt 16.6 19.1 15.2 17.8 7323 12,374 266
Iraq 9.1 104 7.2 8.0 1089 2334 66
Islamic Republic of Iran 111 12.8 9.3 131 4695 8384 194
Morocco 6.8 79 6.4 7.8 1268 2035 40
Pakistan 7.9 8.9 6.7 7.8 6349 11,408 266
Saudi Arabia 19.6 223 16.2 20.8 2760 5462 142
Sudan 8.6 9.8 7.6 85 1667 3166 79
Syrian Arab Republic 9.9 115 8.2 9.4 890 1707 43
Tunisia 9.5 11.2 89 11.8 630 1042 22
Yemen 9.6 11.2 6.7 74 727 1569 44
NAC
Canada 84 10.0 10.8 12.8 2716 3672 50
Mexico 15.6 17.6 14.8 17.6 10,294 16,440 323
United States of America 9.3 10.5 10.9 11.8 23,722 29,609 310
SACA
Argentina 55 6.4 5.8 6.5 1532 2078 29
Brazil 10.1 11.9 9.7 123 12,440 19,605 377
Chile 9.5 111 10.2 123 1190 1730 28
Colombia 9.7 115 9.1 114 2609 4412 95
Cuba 9.4 114 114 153 939 1293 19
Ecuador 6.6 7.8 6.0 75 524 890 19
Guatemala 9.3 10.9 7.7 8.4 533 1037 27
Peru 6.0 6.8 54 6.4 942 1523 31
Venezuela 10.2 12.0 9.4 11.4 1675 2835 61
SEA
Bangladesh 10.5 13.7 9.6 133 8406 16,837 444
India 9.0 10.6 8.3 99 61,258 101,203 2102
Nepal 3.6 5.4 3.0 4.5 488 1171 36
Sri Lanka 7o 8.7 7.8 9.1 1080 1467 20
WP
Australia 6.6 79 8.1 9:3 1292 1781 26
Cambodia 29 35 25 31 199 363 9
China 8.8 10.5 9.3 121 90,045 129,695 2087
Democratic People’s 8.4 9.7 9.1 10.3 1508 1934 22
Republic of Korea
Indonesia ol 5.9 4.7 59 7292 11,802 237
Japan 7.7 8.9 11.2 12.0 10,674 10,152 27
Malaysia 121 13.7 11.7 133 2030 3297 67
Myanmar 71 8.6 6.7 8.9 2104 3482 73
Philippines 9.7 114 8.2 9.6 4220 7430 169
Republic of Korea i 8.7 8.8 ilgl 3186 4251 56
Taiwan 83 8.6 9.6 111 1665 2010 18
Thailand 7ie 8.7 8.2 9.8 4014 5454 76
Viet Nam i) 3.9 29 4.2 1703 3116 74

Annexe 1: La prévalence du diabéte dans certains pays du monde ainsi que le nombre
d’atteints pour Is années 2011 et la projection pour 2030.

Un tableau étant tiré de 1’article de Whiting et al, 2011 (Whiting et al, 2011).



palmitate

Annexe 2: La voie de signalisation JAK\STAT lors du signal autocrine de I’'IL6 suite & un
traitement au palmitate.

Figure publiée dans I’arcticle d’Oberbach et al, 2015. En rouge en retrouve les inhibiteur de JAK
et STAT. (Oberbach et al, 2012).

A
7 * B 25 *
VG 2 - T
U * <
@-4 M 15
< 3 o -
N ¥
ol n BN
=1 N
. | s .M
L L c L L L
5) (o0} © < (</E) 0 © <
m — A N m — Al N
© —_ — © —_ —
(o © © o © ©
(a8 o o o

Annexe 3: L’effet du palmitate sur I’expression du TLr2 et TLr4.
Figure montrant des résultats préliminaires obtenus au laboratoire avant la réalisation des travaux
rapportés dans ce manuscrit (Laboratoire du Dr Nicolas Bousette, Institut de cardiologie de

Montréal).
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Annexe 4: L’effet de I’Etomoxir sur la f-oxydation et la viabilité des cardiomyocytes.
Figure de résultats publiée par notre laboratoire dans I’article d’Haffar et al, 2015 B (Haffar et
al, 2015B).



RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

Résultat supplémentaire 1: Résultat de chromatographie sur couche mince obtenu sur
plaque de silice, illustrant la figure 9 des résultats.
(Le lardder étant le marqueur de poids moléculaire comprenant le MAG: Monoacylglycérol, le

1,2 oul,3 DAG: Diacylglycérol et le TAG: Triacylglycérol)
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