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vont Ir loc~alt~m~~nt ou à rt"lC"'1"Ol"'\/"'a et en nrr,IC'tC't4'":l-n't" sur une ou L/..I..Y.....,..I..'"'"..I....., __ ....... _ ......"'..., \.I.I.U..l.\.I....,'"

transmettent potentiel ..I....I....I....I..IJ..I.. ""'tJt.J.l.'-J.l.l....l..l..\,A..l...I.."
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ont comme molécules

nous sommes

la "t"'\L"'l't"'nt:lnC::"TO ..:"1t:l .. )'interleukine-6
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{'\n'tr~11"p1Y\pn't aux travaux

cyclo ximide.
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ille rf' ....... i'a....+o.....r""l...... C'"
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la (Andus et

LJaUI01e et al., 1987).

Tableau 1: Facteurs analogues à l'interleukine-6

Fa eurs s'étant rév être de l'IL-6

2

Inte on ~2

26 kDa protein

Hybridomalplasmacytoma factor ( GF)

Interleukin hybridoma plasmacytoma 1

IJI~C'I't"'Y'i'':l'''''''t''n''\t:l growth factor

1-1 ~1"'\t:l1"i'"\""'l'r~ stimulating

ans
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reglOn au

d ~""i',t-o.·fnt::lt. recombinante n ....l::.~nt:l·...A~

son activité.

Cllt'tel'entes eseeces animales.

murine humaine, on t-.... nlI1"1Tt::lt. une homologie

m(.nt]~e une h 010 e le~~er(~mlent "'1....\~'t"'1~111~~

l1'nM0'1np tnll"'nt:lfn~ est sur

,","-''''''\,.,.1''''''''''''...:7. L uences nu~cleotlalClues

quant-à

3' 5' non codantes.

avec zones

2.1.3. Production d'Interleukine-6

L'IL-6 est IJ"",",''''''''',",,'''''''' .. en condition ou

une

est à mettre en II'-'_JL_JLJL_JL_ avec

ou un .JLJL'-'JL"' •...,JL .........,"'_

f't:T..........·"'nn.('l>"lTTt::lt. T ..................... ""1-

cette

non
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....,"'.A.l""' ....IJ"""". Le

nOlnblreuses seGlue:nCt~S consensus

en

une ~.A. _JL.A.-'''' .l.l.LLJL """VJl.lVV

..._,........."..,... _,- de la d'IL-6 met en oeuvre au

Cependant, voies non encore -''''..L.A..A..A..A.'IlotllJ lrltelVlt~nnent

pr()oalOU~mlenI car, en inhibant ces deux systèmes, une synthèse ....OC"' .. rll'''O 1

v~"a..U,""\.J.V.l.l au a étudié par

.A.-.""'.I..A."'''' une zone recouvrant 300 pb en amont

nalltelnellt conserv

re12~loIIS h''''I'''Ylr\.lr\cnF'I'1es à S

(Glucocorticoid ..... "'Vl.-:lLl"-l'.....lIJ....

malnl(~re

rf .. "I:ro....c' ....Q des di ents ele:ments

nombreux gf"l'1'1'{1-:1t~111rC' potentiels utilisés en expérimentation. trouve-t'on

la kinase c (PKc), ionophores du calcium, de l' MPc, et d'autres

précédemment cités (poly(I).poly(C), cycloheximide,

Activités biologiques de l'interleukine-ô

'-"''-JJL.A..A..A..A..A._ nous venons

V.A.'-'.A.'-' ...... .A._ et

a à

cette

aux

an Snick, l

comme une

et ni l "-.~"'

ma:nleJre ~'''''.A..A._'.A._.A.'''''''' .. on

__,,.'t"1I .. "'t'l'lL:!"~~c:l>"""'t" tous

Co....sttmutanon, avec "."I ........ _1I.O'C'! hL'l._',.+"-......,...."'L:.+1I ..... '1'1o'C'! de
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ne mennonne

KJS.hlmoto" 1

ces

les et

me Carjala~ClUe ( et

carClll0Dl1eS rérlaUlX et

et ., 1

1989).

Dans le cadre des s des fonctions de il mentionner travaux ....onI11('\t~('\

au moyen ou "knock-out" pour le

première étude Suematsu sur des transgéniques montre l'apparition

plasmocytose avec infiltration de nombreux et une d'un

que à se développant dont la est f1P1"'POlllplp

~Ulemats:u et 1989). D'autres travaux aux optiques sœuraires

eX1Derlmenltalt~S rt1ITTt::-'1'"i311kf'i3C' (injection

113"'""".1..1.""113 (Kopf et 1 1
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2.2.1. Généralités

1.1. Clonage

cellulC~S nNK~-lil~en q

une

................."".l...." l'IL--o. _Enuti.lisElll

récepteur à l'interleukine-6 a "J'''J .. J J en 19

tec;nnlQULe qui a depuis démontré son erIlc:aClre (y amasalCl

en é une banque d'ADNe provenant

cellulles ICOJS 7 avec un

liant spéeifiQue:meJt1tbio1tinylée. En 1à

Isol.èrellt un rf·~.....,.'(T't"'i"''''''' 5 kb dont eoclan-te eorr'eSl)OflOalt à une S uence

en une e

28 AA

1990).

aVO]lSln~llt les ~~O kDa f. 1 ).pr()tél.Que dont la masse mol

teur ou gp80

extramembranaire de 339 AA, une partie tranSInelTIOral1LalI'e

intracellu relativement courte,

glYCol,ro·telIle est ne pas uv...,...,""""'''''....

à plupart récepteurs aux autres '''''l'TT''I:T'''_~n ou hormonaux '.L.L'-1i.J

S et 011. clone munn 11 ....... "'.. _ ......_

tsal1mélnn et

a obtenu

une

rat z

au

auteurs nn1"43'1"01t'\1"

3' non ,.."rll:)nlr~

est 3'
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Ke~ceD~te1Jlr à

forme membranaire

Récepteur à l'IL-6
forme soluble

domaine -like

~

IIL-6Ra ~

Box }

Box 2

Box..3

1sIL-6Ra ~ t
Domaine

Domaine
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récepteur à l'IL-6Figure 1:

A. KeDr(~Sent,ltlC)n C'1'ht:l.1""Y\#'.11"1rnll3 ,:)\.I\.IU\"I1H.",,,,,,,t.:J r\", .. _IL:ll.I"'\. ..".. rlllr'l, ...:::liC' et nroteraues """U.l..I.'\oI.., .....',...,.l.J.."-&...... JL.I.'" aux

+I ....................'lort '9"'IIlIOf'OOC' sous le

B. de et

et au centre

a,à
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tran~;m(~ml)raJnalJre et Int:rac;yt()pl.asnl1QUe~ l'hr\''t'''nJ'''\'Arna. -'A.V' __JL_

tenml1lale et rt>ro.......OC"1t"'lro...... rI à une structure

SXWS qui

pour une

{rOISI(~mle.. oesseoent uneVIJIJVV_'U.. et

n..:r't',nlr1'"""'oC't ou de 1t"ort>'t-a.......·t'"Ct de rt>1"'l""l.'1C"C"()nr"a.

me~m[)raJne.. un

ligand et son reC~eD"teu,r.. sans

Im1t"'lro....ot'on't'a. n4""\n"\,f"\IJ"'\t"F'Ia. avec d'autres ....a.I"'a.n1ra......·t'"C"

......v,._... _ en pour ce aenrner aOlma:lne

un rôle important

Ion

CYS;tel]neS conser SeQ'UeIICe

receoteurs pour



type III

recenteur à

....Q .....jG'Tn~.... le J.J.~&,.JUJ.u. '-".1..1.,"".'-4""",, nArtnrn'1"'\o .....'hrr\1'"'\Or...t-11'"'\jG" est s»A~"\r\AI::"ta

une structure
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10à en et Ii

us de 20 000 d'enrre eux (Bauer, 1989; Coulie et 1989; .................. -........_ et

1990).

1989; et

Comme nous ravons mentionné précé ment, courte du

...o",o......,.eur ne de structure f"lnTnnOt1"1hlD. avec une OA1"'t"lT't1ro n1t"1""\f'~~1nD. .I.... .I..L.UA.tJ,J.\,.f\...j.."'" ou

p phata~a·(lUe,. il fallait donc 1"....1"... '1'(10'"1'" une 0'V'I"'li11Ar:l1"'tr\n

v.l......c.vv.l......c.une

rlC'lC'ln"'110 à un

_. __ ,.,. .. L:lII._T laettard

l 0).

en pour er un e

nse à ce problème en démontrant,

it pas utile à la transmission du 1, et dlautre part

composant 130 kDa (Taga et al., 1989). an

protéine sductrice du signal de ou 130 et

2.2.2. La gp130, protéine transductrice

Suite à son AIr-t.'t"'I;nrrO et à et

en

_V.l.AAIJ'V.I. .........1..1. ... un

retrouve commun aux

_r-t.€"'C'lOf10 de

etnI""\1"'nh1t"~11ClD.Cl homologies avec



......__................. cesdu rat et Saito et colL

l'ordre de 78% avec la

une seouence en nrn,l1n~::.(!

notion sera r,p""rPIO,T'\T'\ç;.:JoQ

t et coll, clonèrent la

éQtlll-tsesdécrirent une homologie

W et 1992).

2.2.3. Une protéine transductrice et un récepteur spécifique: un nouveau

concept

qui _-...."" ...... ""

11

concept de chaîne ex, .........h ..1'VV.l."....""" à une secon

transduction du signal a ouvert la à la caraetens....."'.... v.l..1. de nombreux

cytokines tels que l'IL-3R, une V.I..I.U,.I..I..I.""" f3 commune ou

l'IL-2R, l'IL-4R, l'IL-7R, l'IL-9R et qui ont en commun une ou DlUlSleurs Ahl::l'1nt::1lC'

(Budel et al., 1995; Horseman and 1 and .I..,.".I."';'.I..I..I..I.Jl.l.V ...'V" 1

Kishimoto, 1990). le cas de la une revue la 111'1";:::,,.131"11,.130 nous montre son

implication comme protéine ....I.~JL ....O'\.lL ..... V ...... .I.""V \...1..1.1..1.\..1\..1.""" dans le et Il, et en

OC'C'I/''''t.t·'-'.r:lTt·on avec le le et et aL,

1

il en

et 1



IL-6Ra

cytokines "IL-6 like" et leurs réc:eD1:eUlrs

la ...._........jLA.L.L~Reor1eSeJotal:IOn scnlemlatlC:lUe

6

et

1eta

comme

Il et en ."roro __.. n ..... ,."'_ avec le

~o,..o~i",a.'1'1~ à

et à



n~'rn1&/l't"&/l sera d

nM) et ne mettant en

'r&/l~'~'1"'\1"~ur et son ~""...........".,.,.

circulation _.l'''t'' ..1r~ au n1"l1.p#311 la surface cellulaire, il se produit une 1n1l"~::Ii'rOl"1I"1r~n

, """, """'-1.""" , cité avec la chaîne ~ ou

__"'.a._"'",",u ne I-Iv .7""'''''''·Y" uniquement que chaîne <x, _ .............. JL ........ ,... _ de l'IL-6 pour son 'r&/l"'&/lnT~"I'1'r

uglme:nte considérablement. mesure l'interaction IL-6/IL-6R/gp1 par ~n!:II"(~P. de

une

80

pM~clatcha]~d 't'V\nn,T1t"&/l une n++'s_ ..1I-â de l' __r'l_~

augJmenUltlOtn O'arIlnl1te rI'&/ln"1'rrLn 1

80 son ......F...~...I. ... '1l",I..

une Qt"rlll'l"l1r;::3l t'\&/l"rnn",o1t"'IrI'1'IO

comme un stalbl11satleur

"""""""'....1..1... ,,""'" montrent que l'on .............."...... "...... en

tokine/récepteur se retrouve d'ailleurs pour d'autres ligands tel

vor'n~ClClo et

interactions

et

chaînes a et (3)

formation rt't'\,O"..7ni'""'t:lI1t"~C't dans

chaque protagoniste

1994; ard et al., 1Ward et

mettant en jeu deux molécul

1 ces interactions implique zones bien n01r"'f"1rt''1'111.e:t.''I'''t::.lilC't

V'"''-' ............'''.....;) "1'"'"1"V'~t:l'r1rtl1jl::liC" ont

la gp80partie charnière,

pour son .I. ...... "'~........ _~"" ....... ""' ......

sants.co

et

1

......"..........,_......... et 1

oahoofr et 1

van

t entame et 1 1 1 1



., '-"'-'JLAAAA.I.V nous

KIIlaS:IQULe ou

nemepnt,'l(!!lO'Pl" un nouveau

svstemes ""1 _'l................ _ .....

et

"I9"\r1I ...... "IC'..nit une

1et

1

l'interaction de l'IL-6 et de son récepteur, gpSO et à la Ct'l'l'1'.... Q...,~A _"""...... _'... _ ......

phosphorylation des résidus

Murakami et al., 1991; et et

p lati était U13lÙ'V\oIJL\oI\oI..

son l'EP à la ...n ....1~,..1'''ln-n dthlétéI~odi:mères {tl(lZa]t1~ l

non

~V,1,\.u.aJ\..a.u.J.J. eut

traJnSl1ectlees par un vecteur exprimant

d tyrosines avaient été et remntlacees

constatèrent que l'interaction d'un compl e

seule tune dimérisation la gpl mais une phoCt n t '\ A '1""U f Cll "t 1 i'.' 1"\

A'-'...,AAA""'...,. Leurs e prouvèrent que l'homodimérisation était lnnl<!npn<:!~hlp

u .......L ........ u ............ ,,"'" à la transduction du la gp130

tte rII,....lrII,...._..........L __ '" le

et

leur phosphorylation et 1

à transmettre

etpour

..........E....1'"a11 ....... a annexe dont

...... rrtl.roClt>E"ICIt> est retrouvé

1



T'll...I"'C'f'l .....,O ....,..JL......._ .. "_ et

du récepteur la nnl""\C1nnr'\1""'II~l1"'I""kn

ho orylation dimérisation a

prat" de changement biochimique intracellu

concentration du intracellulaire, ou modification des pho s

l' uipe de Ihle démont du l'EPO avec une 0 ne nase

JAK conséqu e (Wi uhn

Un].cKt~n et d un phénom

ou 11'l""\_~t'1'1t"u~'t'1l""\n resultant en une

exnPT'1pnt'P~

receoteurs aux

ln,

30 et la mutation d'un



Se(lue:nct~s consensus r-r't.....,C't~'t''"''I,O'I.::IIiC't et entrer4alellt en r-r't.'t'''lT#''I:i"'''T

0.2. Les "STAT"

de la signalisation au niveau du récepteur ayant il nous

maintenant nous pencher sur les molécules i transport du

membrane cellulaire vers le noyau. nouvelle raIJnllJle

ur fonction. Il protéines

iculièrement éTl
' '''. 'l L:llt: IlC't

( ). sont des pro n d'~n"~T11"f"!~n

reS:l<1eJot dans la présence d'une 0,

de la c cité de lier, lorsqu'elles sont phosphorylées par une

C'~1"111~1"\f"ll~ d'ADN enfin, de posséder un domaine (Stahl et

ésent, cette f ille de protéines compte 6 STAT-1 à cun

d'entre eux a montré intervenir dans transduction du de rl1T-tAl";::::IIin1";::::IIiCt r-'IT"t"I"'.lr'l""lL:llC't

l'IFNa intervenir 1, 2 et 3 alors l'IFNy induit uniquement l'Or-1""'T''':11''''Ir~'t'''l

1. ns ca e de l'IL-6, STAT l et 3 ont (Matsuda and .................. _........ '''-',

1 ; Matsuda et l et

il y a

se ......... )..'1""' ... 'lJJLLl. sur

l"~ro·A1'Ylt"t"\jpnT une """'''-1 ~~"'L1""",

recrutement

est "~""'~"p"'n't"'l·'t~1l

un nouveau motif L711J""... _A ......... _ ...... _

30



en

molectJues Intc~rv:lenneIlt,

la voie i liquant s et

5) (K.l~)hlnloto et 19

.1.Y.1.J.\.v~\,;n
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1

.-
APRF

(inactive)

serlne-klnase

/

B

(active)

Figure 4: Mécanismes de la transduction du signal par la voie JAKISTAT(d'après
I-I011"'l~r"'n et 1

se lie à

recrutement



S sont Slrr:nlaJlreS

en encore



11 lllOlllOlllO"_ nous à

6 ne à aucune Tnnl"'Tf r ..n

1989,

DrculU:lSWt1t une LI.L "-Il.v1.L1v c()rrt~SDclna.ant extraclelltUalJre du

se sur la portion N-l~ennl11lale du rec:eOlteur et ce COl1npl~;:xe

l'eoUllDe1

memo:ranalr€~S en ....._................_............ un ne~:am.ere

nessa et

récceptt~ur SoIllOle

1989).

Cl0na,~e du

cette prcltéjine fU1t pllri1iée et

masse

la production ,.... ""'........".... _'''' ....

(Hirata et al., 1989; et

sa

~i'"".I,_""',""'I"""t'·I"''irl''V' rl11 ........ rr.:3C'l contre cette

secluenc(u!e ....._............ _.... et t3l1t3ll"'l"l"~"nl'\Al"~QC'lt3l

m()~leC;UlaL1re est kDa et dont quence N_1·p.rrnln~lp.

C'fÀI"'1I'1'1t3l1"'l1"J::\ extramembra:nallre du à l'IL-6 (Novick et al., 1

_""'nr.....~l'" de la moléculaire ont dans

ra.l"t3/n'tJ::\11'1'r humain

..........,"""'L"'-""'Y·r"'" et 1990).

_''''~''-''''''.'' et

ou

tralt:ement 1;'1 "1!",.." .. 11-....,.. et 1

34



enfants anCelnl[S rI·Q....,.h ......1to rhumatoïde

cOIlcelotr,ltlo.n en

vs.

à

du :réC(~Dteur solublle Sllr

on t"pt'rnrnTP une aUjgm,en1tatjlon moae~ree

e mGuacJlema.laOlles inflammatoires intestlns.les

ulc:er,ltl\'e ou colite 1JA.......... .., ... ''''"'<Il la situ ·

ce

cOllcentr~ation

sur

une aU,2;menlCatl,on du taux

quant à son avec une

es "".U,JLI."".1.""S

nnln'''<;~lnlnO''lnllIP à ces rt>""''\I'\'t'''\'o'V"t:~C'I

avec une bonne CO_L:'Ir.ln"'11_-du L R

sérique de CRP (Mitsuyama et al.,

inflammatoires semblentindiquer un

rapport du sIL-6R avec d'a

soit dans lymphocytaires

monoclonale, "1""'1'\,"1"'\"""'1"\0(:,

au tra:ltelnell1t

l auteurs Ah~:nll'nAl11"

cette J..U.U•.I.U'-lJ."".



n une

1

p s

...........~_toJ .. Jl.L .. trouve

1\/111rC'11'tlt.:l1"\'\t.:l et aL,

ama et son é ·

con1"'I'"o .....,Qn"\on1" aux cas des

une COlrreJlatIon ey

concentration en

11-4''P''I1:l11Inn et aL, 1

la la l''n1''\i''~in't'''-::l'tlt'''lln

monaires ... _+.t:'lo_C"I·..... +... ~1

mOfntrent que dans ces pat:nOJLOgles il y a une PIPll!:lT1nn

et

(l'aJlou:mIIle et liquid

compartiment sanguin vers comparti

... _ ...L1_'I'.... A....... C"I LL~l4::..'-A.'.Ju où l'on ...L1+.... A... ''1''rTt:::IJj un S11,,-ôJK C'/.::ll'P"lrnl~ OlI10InUe"

ou coniques il y aurait augmentatlc.n

·tsumaya, qui,

lui aussi une augmentation ........ .1."-, ......."',.1."''''

1995).

de

nn't~c.ll:lC" du

ml), liquide """'IJJI............. 'IJ .I."""".I..I..I.U..I.,,",,.I..1.

1 Il

et et 1 et 1

ce

sur une toJ'IJ""'_""Jl_

.....1......1..1..1................. _..., (Suzuki et al., 1993). La """V.l.Jl"""""".I.JL .. .I. .... ' .....'lJJUL ...,_........ """-- est
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la nn.....n~·nt-....lr}t-.. r~...., nJ'''ll_'11'''lI''L''lIi

(Maeda et aL, à l'étude nreeeeente..

avant la fécondation, une augmentation cette

le jour de gestation et jusqu'au 1 jour (150 ng/ml).

reS.ul1:ats C"lI.:I1r\n~.l"P1''\f'P1'''f' à l'homme de M (Matsuzaki et al.,

elltlJeS '1-....."I'I""'10L3>t"t dans cellules l""Iarllc"I""I"1 .. nl"~t"t

).

cellulC~S D,laClentalr~~s et son aUflmlent.atl(]~n au coursl'

au recrut1em1ent

2.3.3. Le récepteur soluble à l'IL-6 in vitro

De nombreuses équipes ont des récepteurs solubles en PV'l"'\1"1'1"""~1l"'\'t

~"V'1·....o,~~II'J'Jll'::l1""~ du récepteur à l'IL-6 dans et ont

par'arnetr(~s in vitro (Stoyan et et al., 1 et

kawa et al., 1990).

du

et ~V.L.".L'\J.L,I."'.L'-4

à

__ .JI..JI._.JI.~"''''' Stlml11e(~S en

une

cette L"ll1"l'l'I'I~L"ll du

~_IJ'I"'.a..a.~""...a..a...._. II

l'utilisation rI"'·_'1'f'o:::'l.n .. 1.lL .. lL.JI. .. .JI.~..,"-" pour _............·_..ll·..ll .....r Ie



l' Ilennoeene

V u..I. LU..I. '",,1.7 p]rlmalrc~s d'héJ)at()cy'tes

aet)eI1laa:nte est I"'o....."o't"\~....an

Inclu11te par l'IL-6. De même, cette On'1I"1'1""\0 confirmait l'action du

SVIlthcèse de protéines de la phase induite par

le que le ne modifie

eemnes primaires d'h et donc que ne Joue sans

sur LJ.IJ'J.'-JIJ'J.astes

ml) et

impe nte

concent à 1 0

ou (1 nM/ml), d'où son

tumoraux ou inflammatoires et al., 1995; Mihara

fibroblastes humains démontra qu'une COlnO:lnalSOln

(250 ng/ml) pouvait induire l'activité aromatase (ru

l"t,"T"I''\-t"h.~l''t.cJt. des hormones de ces d'une manière

(Singh et al., 1995).

travaux de Novick, __....'+1I....,~L'l>.1Ii"'ll-t" tout d'abord

sur stimulation la

naturel

à

à

1

auteurs ont ou

co-

aucun

sous in vivo,
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--.. ." et

à

6 à 20 __.__.__ ,

à une et la ....o'",~~c'o

ces cellules (Diamant et al., L'implication du

Dr()CeSStlS nlematOtlO~~lQ1Lles est parfaitement travail d' derka et qui

combinaison d'IL (6 et de son soluble (80 ng/ml)

..........,.....-"""'..., C~~lll.JUalreS provenant S "L"'......11..1L..;)

). et sur ces est l~rlfJPt'npl.....t

l'

sur

rel":en1teurs SOlUOJles.

t.

praltlQuelnellt tousce ""'...."'1"01 '0 a'~cr().ït les effelts indtlits

publ s. Son ...,IJ""... _ ""I",.. """ pourrait e au la nAl"A....,:t't1r~n

maturation "',.....1.JI.U.1.\oI.::l Ctr"\'1'1rt>noCt germlnaJ.es., cellules

extrapolation à s svs.tenlles in vivo ue l'on ne l'A't"'ln':l11"

et

I·~I.II~II~ se trouve

plus

déterminantdanspr()DalDl(~mlent un

récepteur soluble à _______ données expérimentales

Il a concernant

.. ,'-IL ........ __ cette

nous



mo

auamLen·tatllon

Il

sur un

sur

a un ""'_.... '....."'''''''''....

en

auteurs ont nn"'\"'\1""\\lr]'rOl

l'

travaux 'I"I"\.rI'II'"1"1"'O"l"\'" une pr()11t'ér~ltl0tn .., _ '"ou

m tumeurs transteetees ex

1'"",""TJf"~I"''''T'''~- in vivo de meranomes (B78) tratlstectéc~s

deux ensemlt)le.

cellUl~:S traaseeetees ou co-tranSleC~te(~s et

ce à

es cemaes tr·an~;te(~té€~s ou co·..tralns:tectée~s.

6R murin et

",.._ .., 'l''''l"l"l"lC'I'"1"1'IB ces eurs ont

quant aux

urnlaIl1Le et du

une__ ","'~.I.lJ ont

serait à sur un ~ro.,rtBlIB

exhaustif sur le sujet des systèmes non-homologues,

doivent être et aL, 1996).

translzel1LIQlleS qUI sous

kinase) soluble humain à

induite au moyen humaine

ou .I..I.""'.I,.I..I.""'.luf

(pho

la r onse

hUlnalln et ,

Pour

l'équipe

la

.LJL '''''.L car on ne "",,V.lll.lU,.l'"

exactement _"""..,,,.""" ........... IJV.l.U.VJlV .l.lIU..l.l"'U"''''.l avec ............ '""................._.. et

une \..I..l.l.I..I..l.l.JI.u. ....J.V.l.l

au

-. ...... -.,c'k"''I"Llo à l'animal.

mesures ont

40



IJAAAAVJLIJU,AV...:J JLJLJL"""UJLJlJLVe.A."JL\.JJLJL...:J An4("~""'I(1~&.:JlC' est une aUJ~men1[at]lOn

une ...:J"JLJlJLJLU.JLU,"JLVJLJL Del·m~lne:nte

la

(Ishikawa et al., 1996; reamea et

cal~alflQULeS ce reproduirait de non reQ~Ule~e

s animaux transgéniques pour

1996). Aucune modification concernant d'autres par'ametrc~s n'a

2.3.5. Le récepteur soluble à l'IL-6: un protecteur de l'IL-6?

Intc~rac~tlc~n entre

us

sa 1 ....yTTI_'I ..... Pllus 1:ard

1 1 des

son

rrL':l.~"'L':l.~'"'l1- .. r ..._ de

il est

transport de

1

ont

et

l'a(lm]lnl~;tréLtlo~n àco......... .., ..._".es multimériques est à ,.,.""'LJ •• 'LJ.

"JLJLVAU, .....'VU.lt..JL"'I"'.f>V d'anticorps - ....

1

la

rebond

autre et son recenteur tJ""" ......... '-'J1._.
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travaux

motecure de

/"'I·1't'\h111"'\t:Jl,..... son action àca au complexe

,""V.l.l.lI.."wI'-.l",I.V.l.l avec la gp 1 membranaire (Matsuda

Yasukawa et al., 1992). concentration cette ...,.... _ ..._..........._

sérum pourrait en faire un inhibiteur potentiel du COI1nplleXe

2.3.6. Génération du récepteur soluble à l'IL-6

la

.......... ,........................... sur

attaquant la

fi """'_'__Jl~"'_''''''''' commun

rac"teu:rs solubles /"'It:Jl, ...... 'rt::u:."

clivage protéolytiq

d'un epI:;sa,ze rC1ITTO.....a."""1-1I.a.1

cas soit

.a."U"1'1I"'n""'~::3i11"1'110 .. 11"'.a. de la mol

(Rose-John and Heinrich, 1994).

souvent un va V.l.'-1'''''' .......... '.I.'''

son De nombreux cas ont

ou Quant au .....t:3lI"t:Jl,1""\TAll ..... pour

d'un et part

part

ITQT'Q.... I~T .. r"""" reste

et 1995).

et

et

à la pour la



"'''"''''''lJlJ'''''lJ sur une

et Stlnl1Ul<~s par un phorbol ester (PMA) , .......",., ............... ,..., ..... IL.I et

s

""",,",u'.l.LJ,,",, démontra la présence de soluble

travaux similaires, n1 .....tra.JI.Ct

l'1:T"'''''t''\nnl''tTTAC'l T ou eeaares de la

second 't.....t:l'l''''C'll''''·t1" par PCR (Horiuchi et

sur

COlltllm(~re]lt la n .....I:l.C'A1""I'A

ces cUlturc~s au moyen d'anticorps écifiques.

cette }:)rot.éln,e

li

et 1. pubJllèrent

pb au niveau de la partie transmembranaire

homol avec correspond au

et al., 1995).

avec une nAI.OT'Ir"""" de

6.2. Clivage protéolytique

protéolytique du récepteur ..............._....................'..... -........_..........

1

( ........... _.L ..... .....,_ ..... _ et

auteurs

en un à

est

sontson

venues

le cette décrit le MDCK



""lt"i'l'nrrO et QT'I"I" .. O·...O

(Mullberg et

P ease Inhibitor)

travaux """"...."""1"1'_01""'+ _'11'·' ......"'0

"".....r.kTAr" l "(:'tA et

r ne eorreseendait à aucune jusqu'alors comme C"llC~I'A·n...... I~lo. aux

üllberg et coll. ont un composé "'~I-'~V.I.V l1'lnt"1h~~r

r~l'~n'fj~nr à (Mullberg et mol

un biteur de me:tall0rtroltea:ses

"'&:Art&:An1",~11'" p60 du la responsa~ble

pro

G12:alrle d'AA etal.ent 1"1"\"\11"'\n.....f"onf"C"

ouC"'UnITn~se laX .nr rtL~n th ries concernant

ou épl.sSé:lge dif entiel et npl'r,\'Pl"lt

on peut considérer les deux meeamsmes

f11t'~tpr':~nti~(! et régulés par des phénomènes _.... "-'_.......... ...,.

COllSl<lerteeS comme comp1lenrlenttal]res.

comme intervenant
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.u..I..l.,....""' ....I.vJ..I., ou

meeanssmes vont se rI~"~I"'~"I"\"I"\j3"'"

ImlDl1{lUe et sont .....~,..,r .....n'f ...........~.n sous terme

et encore

points

mots ce

illusoire, nous nous COIltelt1te:rOl1lS donc

s le ca des du IL-6.

un __JI. '''-Jl.JLJI. nom e

se

àce

tout en rpc!1~~n't

3.2. La réaction locale

3.2.1. Initiation

)

.....ol'":l.....I"lrÀr:1I"lrO de mec11ateurs et

polymo - es (PMN)

rne;QlaLtellrs" en partie dans tableau

prt:ncrpaleme

'trI'\111·'U'.:1:n't o':ale~rnent,

Au vo se pr()QUllre une suc~ce~>Sl().n a'evc~nements

r chronologiquement. (R tt,

1l1rnmecllalte intervie ,

Il-P'oXY~~éna.se

J!raJnUlc~S présc~nt(~sproviennent orl.nC:lPa.lernellt

macrophages

la tn ....."'1"nn.1nt30

oecrencnemem et



++ +

++ + ++ H+

++ ++ +++

++ + +

+ ++ ++

++ ++

++ ++

++ ++

+

+++

Amplification

+

++

Poten

del'e

tion

++

seront autant que
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enaOlneJlaI(~S et epl.tnt:~lla.leS vont n"'l"'\rtl11'l"'~

"'_..1."10•..1...1...1.""'''''''' l'II"\~'f"/3~~ secondairement, il et

o , IL-Il CT-1)

sont ces orCtternes vont induire la

tne:rm,ore~gUlat]lOn en

__.....,,_ ...... sur énaJlo-1Dltlllt211re 'Inrl''1'1'1''',f'n1' rtl~;ol€~m]le et une

ft vont stlrnUlc~r

3.2.3. Résolution

L'ultime but étant à de nombreux mecarnSI1l1es de ref1~Ul(ltloln sont

en pour contrôler la il

dont

cas du Cl inhibiteur, du

bloquer
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é t

3.3. La réaction hépatique de la phase aiguë (Acute Phase Response)

et a21SSe][lt au

l'inflammation au n""lTt:IlO'll sys·terrllQlle

""'...."'-.J~.....LVU secrétc~esinitialementau

pUlSSe][lt 111l(1Ul,re .les ...... ,.... ' ... pos.sèdlent une

Im1J~ort,mteà cet c~gard c réguller~, par l'intt:~rm~édi~lire

rit nrH~ve'me1nt

c ue groupe
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Slood Endothelium Tissues

rtisol

ELAM-1

F ure 6: La réponse de la phase aiguë et

1 )).

cytokines

pH:IQUlenes

sVIIIDletu;er4::>nt à tour rt·011'1't'.... Ji:::JoC'l c'vtGIKllles

et

au



)

SerumAm
al acid glycop....",'to.u.'\o

Complément

haptoglobine (rat)

tlernOpeXllle (rat)

Inhibitiondes APP type 2

iostatine (rat)
a 1_"=ln't11't"1""l1'nC1'11'''\o

a l-anti"h,'1"Y'iI"...."I""ll"""C'·tno

haptoglobine
Hemo~a".-t_a

Céruléoplasmine

1 avec

"'_.A'L.I•.A..lL_U sur

sur



ou ou encore

se

me ..... _.... ".._.... ..., en et 1n1'1111Ctt=lin1" un passage à

incriminées,

str2lte~~les thérapeutiques anti-inflammatoires efficaces.

3.4. Les cytokines apparentées à l'IL-6 (LIF, OM, CNTF, IL-Il, CT-l)

onnrr''t~1Iness'lrlteI·es~;e à

ces

part

ont une ~1""Mllf"'>Tl1rt:Jis soit

proche de Ile et une activité "111111(lL11~

1 ; Baumann and 1991; et Richards et al.,

al., ). fait, surprenant doit se concevoir en gardant en me:mCtlre

('I;'t''tnIr1·ln es d'une part possèdent des .1.lVJ..1.1V.lV~..1\,,1...:J importantes et

~Ol'C!C!~1nt" par l'intermédiaire d'un J..\"I\"I\"IU".\"IU.1 oaltle.l1elnelt1t identique

.... '1Io..lIJ.I..l.l.l.l.l.v .. v" 1 ~ (ou du -rt:Jif"'>/::knl"t=Ii"l1-r à

actions ne seront donc différenciées que la ou non

-rD.f"'>.t=Iin1"j~..,'-r i"'_rlOrli'1l1'·'1Ir"f .. ·IL:lio. ou Ct à

precast~m~ent toutes nous avons

resumer nos connaissances est

de
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+ + ND ...... ND ND

+ ND + + +
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+ + ND + +

+ ND ND +

1

1 et 1 et et l

et 1



en

""_....""_t- .. ""..... + à la lC11JllllJlC

à et ses collat:>lora'teUJrs

1 1. .LJ'"'u ......L.,:, .. ce a l'objet

et V\.J~~~ULV plus de 40 Sér4()tvlDes"

res

....,...., ............ " •• u t)'pe:s C~ystj.tes h ues ou g

enrèg,le gc~nél·ale'J on

l'homme, ne ,....O'l·lC'O'l"\1" que b · es.

4.1.2. Structure

non en,rel()Dt:l~es... à ructure lCO~SaJleClrlClue à 80 nm

pointent

2 nn"""',C"L"'t......,l"\L:lo.... ~~C" dont 240

~.Lv"'"'V.L~...:J. Il

ce1 0). 12 sommets

V"J./...:J~""a.V ou enveloppe protéique consti

d'où partent fi

V\.JJL..I.V"";..I...I. ...~""' ... ..I.~IJ~.L... un e

poJ.va(~rvJlamllde duL-V'/\•.1.1.U.\.IU'''-'. Par .....-111""'....""·11 __

II

à 1

nO?"IL"'t.........'O est U'VùùV\...I.VJ. une



met enquant-à

1995).

I.""'''''''V'''''''''''U..I.U" non encore _ _ " ...,."

1 du

aVf)3 ou aVf)5 (Huang et

4.1.4. Réplication virale

Dnases: Dre(~Oce: lt) et t~ardi've

ret)ll(~atl.on s ~nf~n()'Vlnl~ suit un ae(~ou:rs p:anJ.CUJller

l'on ut "... .... :r.. nL.:.. .... en

ication d' ue phas~e pfeut, ët]~e car'a(~tér]LSée

transl:onnation

... r'lr. ... "tlnT·.r'lr."I"'tl InCllSl:JerlsaOle à

entre par le type de protéines produi

....a.....a....,.., ...,I..U""e et pour ap

qu'imp itement connu est la "trans-activ

précoces et clencher le cycle

ication virale, impliquée dans

certaines l;t:ljLUlt::~.

sa réplication est à

et

""""......u ...u ......'v" sans par interaction avec

a

C"'1.11"\1"h.PlC"t30 nrO'leICJUe de la __.LA._.L_

y a activation sera rt30C"rtA1nC'fClhlt30et

1, à

Promoter (MLP) ~CJ1iC!~~1r\t enMajor

esmo



Lt[ L2 L3....
Trans~~tion LI... ....

L4

&;..a i-b

u 1

ITR

Ma Late
I..Promoter

20 30

16.3

E3... (~b~lJUU bp)

ITR

85.8

..­
E4

Figure génome adénoviral

et

la

__ ....... ,1,,1,,...,,1,_ ....................... ,1,,,......... sous

56



vac:clnlaie ................._..........__.....,.........._~ lors de laquelle, des milliers recrues se vues aQlnlIllstrer

non sans e t notable (Top et 1 1).

orl~~-nr""'11tr1'1C' """" ............ ...,'"'J,J comme sont sa C''I''''''''''1'''ll.I'It"'11ta.

la

à condlltlCtn

t tran~;tec·tées

et tlnaJlemlent la DOSSlt>]~llte a'lnlser~erimporta G

1""Anr11"\1"'let du n-O"l"lln"""""la.

~n'T11"r'n 3

cellul

e codant pour l' nc du

virus ainsi ft aIl " peut J à

(B limite supérieure, que l'on ne ut physiquement C1el)as~)er"l

par la ille ......................c"'................._ ...._ du génome viral incluable la c ide, it 105%

( tt et 1 Ainsi, une augmentation de l'insert au uvto.J'to.Juto.J

beaucoup plus et donc beaucoup plus délicat à manipuler.

l'obt~~ntl()n

g

d

Construction

avec un ...., ....""'IJ................uv et toutes

et un

rta......r-... a. .... et COfltenlant

à sauf



se

4.2.3. Applications

av(mt~uze majeur comme vecteurs ATT'~:lnnrAT'C" est sa CalJaC:lte

à imf~ct(~r

eentrarrement aux

~Plnll~~<:! p·Ulnn.orlal]~eS, des nO't"\.-:lT.t"I"''tTTAC't

If --". , ...- ..... r~~tll1l1ermes" des cellules d'îlots nOl"'IlI"'T"~~T1nll~::JlC'

nerveux central, des cellules mononucléées

aes sanvarres (Kozarsky and Wilson, 1993).

fait n'ont pas besoin d'être en phase T'A1"".11I""::l1"1't,7A

infectables font de l'adénovirus un outil L:]>'r'"'L:]>......T .. """~~,a. et raCllelnellt l"nr..... c·'tI-:.nlL:]>

vecteurs à notre

(nl1"'\nl,~A"" à un

un

ces vecteurs sont

une "".cll..IJJ.,,",,'UU.l.'LJ'..I...I. ...... _ .., ............... 'U' ........

et

avons nous

..._.... ,.,............ """' ..... ou

-."...........u""..." ....v·.II..... des adénovirus, à notre

VV.I..I.t.3.1.\..l\ol.l.'''''\oI comme un

_ .....r'i..1'".. 'f",,~ ..... du

est nA.t'.. AC'i~gl'r-A

sont une _........_.........._.......

1

interessante aux !:lnln"lCnlV transzemques

à ces vecteurs

vecteurs recomomants est

1J-.",..I...I.'LJ'.A.'LJ'f'O....A.""I ..... - ..... ou
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A

~E3

B
ITR.....

ITR

1 COTRANSFECTION OF 293 CELUIt INTRACELLULAR RECOMBINATION

ITR ITR
-..... ........-

cDNA

COTRANSFECTION OF 293 CELLS

INTRACELLULAR. RECOMBINATION

NONDEFECTIVE VIRAL VECTOR

DEFECTIVE VIRAL VECTOR

a

e à

communes

et(

~'I",~",IIr-l""'·o contenant

nl~:lc!rnll"IP ~'.....~'nln'l"",Q contenant le n01ni""\1rnO

Figure 8: Construction des adénovirus recombinants

A. . n d'un

aux

sont co-transtec:te(~S avec un plasmi

ct o~

origin)



nos co]rm(;l1SS~anlces

_"'_..........__.. la

novoà

?"4 .... I'''l1"à11'1'''110 est

ni'\~1t'n,p'n'\#3nt ou

paJtle.lleInellt connu et ?"4l"'\'J"i?'"'1'tO'l1"

une svntnese

un epl~)sa~~e ri1I"1"1"à.... O'l"'ll,1".. ol de l'ARNm. Indu IL-

__... .lL ......._ é"u.u.I."""'" mettre en oeuvre

.,..~'t""l"\ll"jO..~ de manière constante l'homme et sa concentration

néltyat.1Vf~ml~nt selon les physiologique ou Aucune pI"\1r1"'pl'.:)'t111"\'t'\ ne ~~J'nt\IIP

pmrtallteInell1t établie entre variations

ou la 1

et indiquent en

l'animal. Il

et se trouve parfois à taux bas.

SYf;tèJneS celluHllres.

me eXl)erlm~~nt:ald'établir unont

et son r~{'·~n't~l'lr

in vitro et

.....nrt'tO......T and Otten,

objecti que nous nous sommes

rat nous ''l''''\01~.3TT'''·O'lT ,.,·01t1"i1"1 .. 0 ....

cet animal, aucune donnée n'était à notre \..I..I.IJIJ'-'~.J'.I.'-.I.'-'... .I.'"

seauences nucléotidiques et

l'ARNm de ces

(tla.um,ann et 1990; '-'..............."'...... '-

uellste:rrer et 1

sur

q_ - .., _ ..

est

du

d'une

60

nrYr"........ c·TOCI 1Ir1L:ll._....1I_1I11~.... n à ceux rtL:lt .............1ret

estcellules "'.1."'1..1""'''''''-

rat,

en particulier surprotéine



protéine.. Nous verrons

"''''.I.AAI-'4'''..n..'''''-'" nous avons am.en<~s à Ah(:'ttJro""ll~1'" ri· , ,.. pnellornelles en eIT()lIe QI_ T .. r'1~'I"'l avec

nnnarement, nos connaissances sur IL /IL-6R rat

sUC:ClnC"[eS mars laboratoire J. Gauldie, outre son ex rience dans domaine de

à l'IL-6 de rat avait au point sa préparation

___.............., pour ces pro s ors et notre nre:mllere

me e en oeuvre

un Systerrle

prt=~p8Jratlons.

1"'t!:A/"f>~n'f,Pl11'" soluble à

à

tion de s de

potentiel vecteur

effets in vivo, nous nous sommes

devait nous fournir un réactif indisD(~nsaojle

"'loJ"..... ;;;..""'"....", .... .J."-' in vivo et nous permettrait

""''''',.... .f1l>..J.''''.J. ....JL'''' partie étant plus orientée sur

aux vecteurs adénoviraux, vecteurs

l'aClm]lnl~;traltlo,nde à l'animaL construction se

anticorps et d'autre part pour Ahc:'to.....'[J'O..... in

cette lors d'une ...~r'n ...1~ __ mnammatorre

nos

énoviral.

car

verrons cette

nous avons Toreon'l"'l,n.IAr'I"'tO et mettre en

.L.LA ......" ... _ .......... "''''.., en.IL_..,... ....., ...... avec un""""",1U"'l""U.A ""","'_'-',1._ comme une

"'_"'.0. ..........,....._ ..,,,",,, se

""IJ"''''_A~LA'''''I'''''_''''' l"I,r·,o&....:· contre

de '1"'\ .....1"'''''1'''\ .....'10'1"4::-("'1 't"1"'\I'"l'1"1:·0'l"'l,......... 4::lro("'l et ont ouvert une _""", ...... TL:'c.. II~ voie de .....or·t'\orreot'\o
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1"'nl'I1""11""~13 ont é et DIUlsIeurs

cas

unenreml(~r cas nous avons

un rra:gment ",",vU'"-L.U..

coli et

......_J.._JL......._ pUIsque

restrictionce qui nous à

culovirus po

l'utilisation de la PCR et .l'''I'01''''''rt't''r''OC'l n_I.~Fll"·""_'1I"1~n

fusion avec en N-l:errnIn.al :SI

~Vl"'\1"'1n"\p.~ est IOn'01""t:.Il1"'n~OIn1"

Qn....\1""l"'\l"h~ à l'aide 1'1'131nl7'tl'1"'n13

PJL_JLJL....,JL_JL_

nea~nmOlns, il

mme

......__......... _ avec

pe]rm4~ttc~nt une J-I".I,.I..L.I.~"""""'''',''V.I..I. en une étape sur une ",",V.I.'V.I..I..I.,1",", d'affini1té (~hargé~e en 1.

C'''tTC:.''t.o.l'''nes De]rmlettc~nt la purification partielle d'une i) ou

ologiquement rune

appro e originale COll1S1sta,n't à stimuler

1""I3("'\1'~'t'\11'~ur soluble produit, de mesurer la production

rat ne

et"""_J1,......_v de la phase

gp130 nllrn~:n·np(.'! nresentes à

coli ou nor" ..'IJ....... T'f't".... C"I induit sur

Q~rll~l'n~l'T un

p

et dont

63



Interleukin-6 Receptor.
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was tJU.U'LJ'-'L ""'...... by

64



65



T "V~'-~~~"""t..lI (2).

rplç.·'T~l"'l1" during immunologie responses, nelnaltoDfOlt~SlS

as

at

PI.J.f ~J.V.l.V;;'~.I.'" n ....jr'\f"lOAC'C~AC' (3).

The ubiquitous _...... "."'_ ......... of IL-6 involve its ~~~"''l''''~_'l'''''''~''''~''''

r1AC'~I''''''1It'''\AI''I as the transmembrane ....AI',On1"J"'.... (IL-6R)

traJl1SdlUC:Lng n I· tPl1··.. (4). interaction low - ""_1 Oln,Gll1lg

at

30 e C' ...........1·ol'o

subsequent pnC)S1Jtno:rv14atl()n ........... """fiMI.""".........

of

(1

as .A~.AV'..L.AV'''''.AV.A.A_.A ,............A.....A.A.AJLvv'.........A.A

to

.A.A.A.A.A.A.A\,.I..A.A,..... .I.~.u.t...I..I..I..J..,.....L:J"'""• ..1.V..I.,.l.Ù occur

1eR (18, 19).
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is abrogated by rat

line is also dramatically 'tn,.,..,..Ot:lt"tori

recombinant sIL-6R, caution in the

oresenee of

line

dependent proliferation of

nre~sellce of physiol ic concentrations

retation of IL-6 serum ln
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1

.... "'.... "" __JL ..... San Diego,

USA) at

J11 of B9was conducted as previously described (20).

times in free media, adjusted to a COIlce:ntr~ltlc~n

J11 of sample containing different of -_1 ..,,,...,,,.........._

IncuO~ltion at proliferation was by

were waseea

hours.

Stimulation ofHepG2 cells and determination ofacute phase ")l'l'1lt011''{'f

2 were grown in 24 weIl to subconfluency, was

the cytokines were added in 300 J11 media containing

stimulation supernatants were and al-':11111"11"h'U1t"nl"'\,1""I'"'C1'1"\C'11'M content

immunoelectrophoresis as (21).

{J'IIt""Ihf)f'1U7C' azatns: rat recombinant

..,""'.vv......ü were ......... .I..I. ...... '-".I. ....l.L.I""",-. ...., __ recommnam rat

serum on a

wasrat mouse

a non '1'1"\"'\'1""""''1''\'1'71:::111'1 rabbit.

coli

was \.I.lVJL.l\.l ......

at 9"'\;i"'\.C'·'1T'ir\.'i"\

..,_,-,.IL"'UJL"'~""'-' by rsaumann et al (23) ) and lB). plasmid
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~..LU,"""..L"""..L..L"" were ren.aturea

LJ.1"'-..JJ.l.V.1.L ... ), 8, d

~uloernal:anl[S were run on

P purity by silver of the gel.

,...-_."'...... ,.,.- was detennined with Biorad™ protein assay.

amount

bacu10virus

Two "l'''\ .... 1'n''\01..0 were np~~lUl'lPll 5'

111nf'llT1r"n "''':ll.'t'''I''ITOO...... the ex'trac~elll11lar aOlnalln

hc~oK1/:s'top codon are underlined). A a cDNA that was

f"'ln1f"\011 into the sites of pAcGP67B plasmid 1C) and co-

tr cted into insect cells with the linearized Baculogold DNA (Pharmingen™ )

according to the manufacturer's protocol. High were d serum

conditioning media 400™, J was collected. was

__............."'''_ by nickel chelate chromatography and were

r11011""7';:ll.r1 aaamsr PBS, filter run on to

assess amount .1"'_~""""''-J''''''' was __..,_ ,L __

eutture lJ.ll_"'_"""" serum serum

supematants were removed, were harvested
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r

or mcreasma nmeazote cencemrenon

rla....·'1'1:T#:llrl material was ted with

Gu- cked into a and after an extensivewash at pH 7..2, ne}{a-~nt8tla:lne 1'~rrlrl'Dtrl rat

was d the and was e pH

5.0 stem (reduced/oxi

urea (1 M) r11~nl~1~ were

).

m12ratea as a nT(llelln ele:ctrODJnOl~eS]lSon a

't"\1"\''1:TOI'Il't'''l'''3n''\ide 1( shown).

culovirus d materiaI (encom the extracellular rt"''I~n11'"''''

was to the chelate column under non-denaturingco a

6 eluted mostly in fractions containing 50-200 m imidazole, was over 95% as

assC~SSt:a by staining of the protein (data not shown).. The LI..I.. 'L' IL."-'..I.. • ..I.. .L.L.L"'j~'" u.""",y.

47 kDa, reflecting the addition of carbohydrate in the virus as assessea

by protein was 4 culture.

rat

induces acuteBioactivity ofpurified recombinant

11 ....... '"-1 ....... 6- ... the tnf"lo....C'·na.r·1a.CI n~'1"Yl~I~nr'T

is not

cannot "1"...... rr rra.r

r-"' ......r-all"'... to

derived), numan IL..6 or a combination rat
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~d on

"",:u:'t~n1I""iCtt:ll was induced with 6

coli derived sIL-6R induced the same kind of response but a

(about 50%, data not shown).

It noteworthy that the complex of rat was to an

1.""""'IJVJ..l..:J'-' but never reach the same stimulatory e tas human

co ofrIL-6/rsIL-6R t"rtnlrJ'O"-('I

to examme ,\AjrnPT'npr

same response etemen: as

rat

e same ....oC't"l"'l.",I""iC'to element on acute

e 2 cells transfected with a reporter e of t ibitor

metalloproteinase (TIMP) promoter (-90/+47). TIMP been shown to by

human IL-6 and Oncostatin-M in cells (34). transfected were stimulated

with rat IL-6, rat sIL-6R, human IL-6 or a combination of rat IL-6/rat rat

or rat sIL-6R alone could not induce CAT activity, the combination rat rat

was able to stimulate the celis to human (Fig. 3).

dependent cell proliferation

.......... _.................. ceII is an

on

......... ......_ a

and 1.8 and 1.3 fold and 1 ug/ml of E. coli derived



to tnauce

one on

( aep,enCLent pro:lifeJ~ati()n illLdu(~edwi1:h as as

ofb ulovirus ~v~~~~~~~1"1 n~l'\:t~1n or

cOIlce:ntr4ation of could reproduce a

recombinant rat IL-6.

resDolt}se curve Slnl11(ir to that seen with

ct onB9 6

....... n'l'lf1>t::." p li eration was

as

or

non

abrogated most

proliferation was \..I..l.V.l.V..L'U'..1.

l'n'l'Y'l1Tl.n most

or li e as

(4 mg/ml) from rabbits either immun·

'1 ..... rI'I'I,..,.~.rI B9 was not arrectea

l'n'l'''I'~n'''~Q''''4''\nc of knr_1I11'i....'7"1·'I"'lIlin ex[)ressea

1:1OOdil ion of purified

control IgG 6). IL-6 or

relt~Va]l{ IgG, but the ULf"""V..I..L ....v antibodies _,...,. .................. ,..., .... rat

..I...I..I.U,U.V,,"/Uo by rat

tnems~elv.~s or Lf'IVIJIJ.&.'IV.Jc serum to
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case '-'_ '_ or _ JL_" ~""_ ....

in to act as nrr,.....'I"'l .. n ..n

then able to bind

1 acytoplasmic portion the gp80 molecule therefore not 'l'''lor-.•.aaono'1N'l7' for 1"~"'....nl:l~""'1""'ln the

AIt been C'n"'.''1Tn to present at high COI1CeJntr~ltl(J~n

renlalI1S to

ct.v 0,1___'-'JL .....JLJL....... to

a ulatory IL-6 me(11atc~a

.. _ ... "7'_n ... ·.. _".·.. _ t role of sIL-6R in l''''n ...·''n·11'''' rat models and nee,oea to ril",,._ fully

comPle:xes

to use

band on

a

a urea overcame

were also reported by Stoyan et al _ ................... "7...__ human coli
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a

___.....'_44.""'__ on

(44)

oste()Ol,ists

which a

to 1 mg/ml

to

a concentration

protein Addition of rat

2 cells to respond to rat IL-6. is very

Baumann et (23) where were

d Fiorillo et al who 1"1I'"'01"\C'Tt::tol'"'1"t:1IIf'i mutants murine

both found a stimulatory the rodent

on

n-l,111'"'11"\J::), counterp . Stimulation

not induce any acute ph

the ability to

to what has been describ

d with rat IL-6R (gpSO) cDNA

(39). Indeed,

transreetec human cell.

seems more .....clI.l"" ......... n,'I'".clI.rt than that hA1'1l'lTJ::),t:lI.1"\

trans

't"Ir"\"?'\1?'\"\.r:l 1 concentration to 200

as

rat

l1'HllrUI1',"" to snmutate .... ...._..,1 '-JO ....

1 J.l

seen

of

Saito et al used between 1.1 to

to .1,.1,.1,.1,.1,.1,,-,"',- 1'\11111"\01"\.

ug/ml of n-lll1t"'11"\A



We ln

30

one

rat is

Although

the

a

we are

Ctlll"1"'ar'o but

a complex IL-6/sIL-6R has to interact

..... _..... of the cell; the:ret()re~ the of a clear Ct'T.....o ... r .... o .....""

a or to

to either s][L

on

a .................c,...... ......,._

on 11 Ctll ...1~a""'o

not pear on cells the

rat sIL-6R, and this likely explains the

toma cells could not be considered, per as normal our ....... .I. ....,..&c............§.:;;;,.lJ

question about an in vivo t of sIL-6R on acute phase protein SVDltneSlS.

transducer protein gp130 with other members the

a complex problem involving not only the ratio gp130/gp80 at the

the amount circulating OM, Il and and 1iJ"""-' ....-.....,J._ rl:~""'011"'\1"I"\'rC'l

extrapolation to an in vivo highly .;)U"lvU.lUl.J.

............ _..,............_ hybridoma cell to

vivo (47).

In order to be

m()~leCUle on

some seem to .1..1..1.-..1._ ...... ''''_

more

to rat

IL-6 with a Tonn01"'''''''' to nHl1"ogi'11 at
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at concentranons

__u'_..........,,__ so

to observe an

ln

or

was u..J..l,,",,'âV,,""'''''''''''U

was necessary at the same time as

(14,1

was

C"!"I"'!IoIl:li.n.. ..-·'1n aJltllJ~OaleS aOl~02ate:a 'f"I"",,'f"n 1'1'1[7 the

.1..I..I.,"~""\o.I1U." the explanation for an 1nrlAn~:llnr1An'" rat .,. . I~" •• , on

out by our "".l"1Il. ...'''''.I. .I..L.I..I."".IL.I. ... with specifie antibodies aszalnstrat IL-6

Pre-incubation of rat or rat 1

two molecules, InOllcfltlDlSZ

we \o.Ihll.\o.I.U...'::U

exo was in the

thr~oull~h the calf serum, or was directly produced

autocrine The former hypot

inst rat IL-6 and are not likely to recognize the bovine

concentration of (up to 50%) did not the rat L-6R 1nt111{'~.t1 1J..I.'-'.I..I.,..I.""... 'o4 ....I.'-.)' ...... (data

not shown). It is highly probable B9 secrete low amounts and this

e ct the of hi rat

and murine would explain mIL-6 with rat

rat As mentioned, et

on

not

rat rat on

is

rat

aOf:;e-]reS'[)011Se curve is ~..L..L.I...I.. "''''''''_ toward low

seen at At

IL-6 induced proliferation could he increased by a factor of to 6.4 uenenoma on
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snnnar re

"'1.1,'-'''''''.1,.1..1. was never as as nOt'--'1'1IA.....',.. ..... 'JC"I

In

h1"l"\nnhnlI11" our expellrn,en1ts

n'1'1'1'''1''1''11:II>rt .........._"..."'.................'l even though f is not in

we cannot assess the ratio of properly to improperly (but soluble) refolded prote in and

tne:rerore may overestimate the biolo active our

approach the

e c domain as co to

o'V1"'I""o",o'lular of

rat

can

murine

two proteins an even u ......'"" ......""... Iragment

and noticed biolo ·cal nn1".."t:r'l1nr

In conclusion, biologically active rat

t produced and purified with simple met s in a bacterial or insect

The activity of this soluble receptor from rat on human acute

confirms what has with

taken into when rlo1"0't"1"'1n1n1nO

..... F"'I.rlL3"""Tn as weIl as with

'l'''\.... r.I''lrllrla " ....'..-A1t""1"Y'\1:l1"'1r'l<n about

to
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a nexamsneme oeeace

l-.(o,,,,.. ,II""\.'Y'tT"l"l'("l· two 1""\.1"t4~I""\.'t"'n'nlloI""\.1hrlt:lIIoo

cD

productwas 11galteO into pAcGP67 (C).

rat

1

es were stimul

-6) or a conlbiDlaticln

contallnllng

sup~~mêitmlt

in 24

III

conce......"... Ii.4-...... "" ...... was me;asurea

one out ee

sample were done

same as 3A but increasing concentration of rat IL-6.

were

two renresentanve exnenments

sum

_"' __J ln sut~errlata.nts same ""'-'.I..I.~.I.•• .I.'-'.I..l.iJ as
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or a

rat

rat

or 5 (open

standard deviation three ClO""""...",,"to expelrlmlen'[S

comb rat 50

Results are shown as mean

done in triplicate.

~I,II''''III''-''J rec · duced

as __...,_...... "..,, __ ....mate:rlals Il prO,lltelratl()n

en

as meanKe:sul;ts are st1PMVPt1 ( nor uU\,,,U1.\...1 y

stsmd4ard deviation ofone out

was inrfltll'c,lrf

trl:angle

tibodies directed a a·

rat IL-6from a rabbit ImmUlnl~~ed WI

control (open or ,......,-......

rat

or 1

with

B9 cell proliferation was induced

(from a non-immunized rabbit)

(filled square), or rat sIL-6R pre-incuba

6 (filled circle),
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Rat 1L-6 Receptor Domains

Transmembrane In asmic

443
amino-acids
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tac

promoter

polyhedrin
promoter

gp67

sequence

58 1 stop
B

slL-6R

pAcGP67
slL·6R

316 amino-acids

350 amino-acids
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Units rIL-6 50 10 1 1

Jlg of rs -6R o. 1 0.01 0.001



pour _"'1I.t-JAAA.LA_.... une

un

ur1nous avons i

leur ma.nlt:JUlc;ltlo'n

en IJVI..:U.... .I.V.l.J. promoteur <lu cvtol1ne~~al()vl:rus nu:ma~ln.

nyt)n<latllon avec une

construc,tlO]n. pro~<lu'~tlon mess,agc~rs spé:citïques a

une tecJI1IlJJ:&ue sur diffe:rents es cellUlcal

au m('Vfl~n

Pllllfl11"P est Ol()lOgl(lue:mc~nt(L

à rat.

lapins au moyen

nse d cel

rFO'l"\O.... ,:),C' en immunisant

UJ.\..J\.vJLJ..I."-" recorn t''\ l n '::in 1rP ...., A ... A .... __

immunoglobulines ...., _.... A ....... •... _ ..... à

l"'Pllnll:),C' a'ln~)ectesou au

re au point une '1'~r"nT"t"lnrl~nne VIJ'Io,,_ .......· ... _ ......-

11(J1npl="<:' C~~lllllaires et mesure nous

avons

se

...., ... "', ......1-.-- sur une __........ ....,_...-

raIIIITla1't nous avons

au~~m,en1tatl,on est nllrft·......,.lI1'·lI_r...... "I'TC!!> et se jours.
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ext:en(lea production

swith

culture media. The IT'9_L:J>T1i1"lln

rI .. -t-·1"O .....,Cl,1"'f" numan or rodent

recombinant n ....r\1'",'!ft into

",Vl"'"....",(:"C"r~n Q4ene:nas both on

(

manner

rat to

were

exprC~SS).ng ad.en~ovlrus

'f'"Ik..........+..i:'::.lIri rt~co:mOllnalntprCJtelJn.

all()we~d us to quanti

Drt~DaratlOl1LS we ae'/elC)D{)e

....O_'t'.... o.f'h.€:3lt:'lII"lT and to .. nrl·I'1l"a

corlce:ntr~ltlc.nfrom y 10. We demonstrate the ...,.....,"" ..........._ of our C'''\TC'1tP"" to deliver

vivo or vitro C'AI'1'1""lla .,...'[TTr"l>IT' ..... CJi receptors a transient but sustaillea manner.
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most U'-'''''''......" me~Ca]llIS:mS is

acute

or ex chain,

eomemanon with

IL-6 been shown more et.......t:::... .". .. "'· .. .".nill"ll:T

ph;ase~ re~ac1tloll, the immune response and many other components

IL-6 at su ce a on,::lIl"' ... ·Il" ....&:....l"t3n1"I"'....

ith Iow n ........·._ ....·'lfl"

130 or ~

1...... "'''''''',........''''''''..._ ...... nlet~{een

ta seem lndllcalte "'1",~a1""tr\n

and ~ chain (3, 4).

1-+1"'lr. +he c 1..

rec€~ptor ..

eran

and

6).. AI"'..I..I.._1..... =..I..I. we U'-'U'J""UU much

C'nn.''IT''I'"l to unnee

the t3V1·....at'''-J:'lI.llllllt.:l .... n~r\1"\"'\a1n

'1nrt"lll"t:30C' an Int]raC~ell111ar

of

short intracytoplasmic domain of gpSO

mediated Indeed, a recombinant Or()tel.n

gp80, (sIL-6R), still able to bind

interacting with

information on

even an on central nervous C'''\1C'11"t31'''n

an to measure human or '9'V'l'·........ 't"Ila

severe outcome

a on

ammai, a

............"'t.'ta..i_ is to rra't"'\a.....o'ta a vector nO"'l'"1l'""{T'l ......'rY it.

a __ '_

our
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an anllmal .......I.'lJ~~"'..... we a

tne:Slze~a by recombinant

we as

r adenoviruses tokines, Ad5.E1

am4JUnIS of over a nl31""1nl'1 of at 1 st 10

to

..... A ,.,."" over a p at 1 10 as ael:ec1tea

101



""..... Vll...."'...... was ""'v.u.Uy ,"'\,;U A_..................

reverse "... _.............,_J1 ...,..._u_
..,nl·'T't"'t"\jt:lo1"~C::tA Chain "''-VlI,A.V''jl.'''.I..1.

DNA (New JIi-l....J1.fii........-....L_ n:lOlalDS

region encoding the

reverse I.. _ u_J..... ..., ....... _ ........

as ...,A , _.....

was arn_ ,....._-

G

extracellular domain and

[AGGCGQMLffi Ec()RIJISt()p co are

Adenovirus vector

lypA

was _........_.... __ ...._.............__

cDNA _......._v"""............... rat (1069bp) was cut

with and subcloned into the multicloning

provided by Department of """, ........ "",...", ...",ç.;;..

pACCMV contains seOluelltlaLllV

hCMV promoter (760 bp), a .......I.y'.........V.l."' ... .l, .........~

and map units

't"'t"\~1I'\n11"'\rr and

a uvv'v ......_

was

was

was on at
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were ootamec

was 1

Animais

1).rats were injected '1n1".....o1"1r"o cheally as

1and -.1""".' IL.lLll

di rentCOI1CeJntr,itloln ln

were eutnarllze~a

r

were

fibroblast; determination of acute

Cell Culture

In ction and stimulation of HepG2 cells or 1

phase proteins

were in weIl to subconfluency, m

penicilli tomycin, GIBCOTM) was and the were lnfe~ctt~d 'with

or Ad5 d170-3 empty vector) at a multiplicity infection

one at was stimulatory cytokines or Olfuellt

JlI media After

€'I .... ....,~Q........... n'f"t'],n'1"C'" were collected and analy

a

JlI ........ Ji i su...,_ were

....V.I.\..IV.lU...:;,'-..:;, were l l

vectors

were wasnen oncewasto lat
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1

ona7 daysare

tect recom nant nrC\tpln e:KDI'es~;ea

the most Iffi]lllUnO]~ea~ctl'/e ~1nTH~PMlln1

Rabbits were bl

ability toWestelD blot

Immtlne serum was 1JJun·fied on a n't"n'tA11'\ A ser)naros.e C4:>lu:mn

spOlyacryl.nnl.degel u.n~r1er re(lUclng COflGltlons..

manut~~nlTt~T'~

W tern Blot

Pr()te:lns were mn on a

were tra:nSI'ere~a 0 a nlt]rOCelllllo~;e rrlerrloréine ). Afte:r blorcking

blotto, 1 1 ,{\I-.... .J..Iu..

in e same solution. De 10 ent was done with a antib

S ) la th peroxydase and a chemiluminescence

__..."' ...... "" ._.........._ to manufacturers specification.

)

ELISA

were on

U-..I...I.'w .....I.,J..I...I.U were ..I...I."""..,,""'uu..........

""'IJ' ....... - ....... '-' L"_+.n .._lI_rr a known 1"'l1l>"V\L""- .... 1I""...

_4 ".&._........ .&. .............. C"\.rc'tA'n'\ was

a

curve _......._......"".__

at

100 Jll

1

as

was wasneaetOn'\'1"\lt3et were rttL""-O,Tan r'\"'ITt:.lt.t"'n'ln'h1'" at

at room and _IL""- ..... ITC.:.",

a then wasne:a
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were O-nf':lI"tTlC"Orl

SanlDl€~S were

a2alnst a b

to 1/1280) in 1111n1'l1"l101"A and only

were used for interpretation.
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rat

etDlIGl'Um I.JCI.'"III.I..'--Le

on a

stalnea Wl

same

Hind III and oIO.01"....L""~t'l~n'P~IoC'l .. C'l onto an

O,,"?"OA'1"ort pattel1l1. ~~pecific bands were n'r ...' ....1r... '7Clort

(data not shown).:Soulttte]m blot m

m

was

with GII1~ereJnt re~cornbrnant

3

we man (......"""",,,,,,,,,,

a MOI 100. were coll

analyzt~d by Northem blot hybri tion a tJlJ""'Y.I..I..I.Y probe for the ext:raClelltUar GOlnain

shown in Figure we could mRNA for sIL-6R 0

corresponding to cells infected with Ad5.EI.rsIL-6R.

Cell infection with AdS.EI.rsIL-6R induces production of rat sIL-6R.

rf1"'~'''''''''''''''''''''' ceIl or a primary human ceIl

a

run on a

antibody t11r~~""1"t:Iot1 a~galnSt rat

cOlltal.nrrLg a

were r~V,~:l1 f~(1

a..,..........,.......................

or

sUr.errlat3lnts were _'lJ........__ ...__

with

not one
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onnu~ma,n

can stllnulate ........_...... __

I-()J:<"~ rormma a t'1ln'l"V'lnIAV" which is

intra cellular U"'~JL"'_"'.

100. cn~ln~~ea and

non lnIe~cte~a or ,1,.1.,1,.1..'""'''''''"'''........

day

werean.l...."""'I""""''''V......Jl .....

or Ad5..L.I......Ju""'''''''1--I at a MOI

rePJlaced

lnIetctea by

.......__ ..., L-6

s ulated by human 4).

not respond to rat stimulation.

C'l.........,V'\'I'II'o......r'l..n to e same extent as

control virus did

Kinetics of production of rat sIL-6R in rodent and human cells infected with

Ad5.EI.rsIL-6R.

the

n .....'"',t"'\ltJlC'l... C'l and

host and

..." .........."""' ...... "'wI'U of protein _.Il1..IJ ... _UUJl.'VJl. ... "I AC'l,",Ot'1l .. a.

or human

atwere _.. ""~_

adenoviruses do not into the ru:::r.""'tn'l"V'lA

of it important to

maximal of recombinant "t"'\'1"'r..1"a.. "t"'\ .......·'1"'r..r..... '.("'i,,.. .. rlo, ......

wasceueetec

e .L"'-.L.LJ.""" ....L,wI'tJ v""'"~....."""'''".I.V.l..1. were

9

at a constant 5 more

cases was
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to

2

1, we werewe saw as

'rt:::Ar·nn..,n1n~U"'T "',1 1L'''.'LJ," " ° concentration, l.r""~~.I:"..I.""JL""measure an .1...........' ... _,.... ....,_

day 10 in the

....Ol"1.A"tTO.... t:l.rt from rats 'In"'::'l"1'1"t:.rt with the control virus showed r1~1·~("ll1·Qt"\I~e

concentrations of rat sIL-6R.
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Sll,,-().K can as a t"\1"'ilnrF1I'~.In.l

as fZelle-ICarrleJfS ure ease to

manlp ce

U-UIJJ.V'U\.IJlJ... we ar and

region of adenovirus v

V) promoter.

da We co rmed with a control exor'eSSlnQ

a ropriate that hepatoma were ctable by not

shown) ot rs shown 24). RNA atoma

ULI ..... 'V.I. ..... U .. rat and human, clearly demonstrate of activity promoter

d Ing on (25). Other data our lab that the

1

a

at 400

weand
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lilllectlonof rm

__ ""._ r(~CO~m[)ln:ant _ _ ,....._ _ _ '-. a onse

The production of recombinant n"'I"~1"t31rn

a to elicit an immune response.. Wes blots performed

IJDl[}lU]nlzatlc.n showed that antibodies a{!~llru)t

an an11bctdy capture asantib .. s on

o and "f"'V\n,"''f~''''''''1'11f'''t''\ _ .............. 7 ......'1['

SA was esl:aO~L1Srlea

or

Weare

allow

infê~cte~d cell were to q e.

ity was made interp our da1:a \\TltJl1n

on 1we tend to a and

not di rent from our negative control. One of e Ols,aO'vaIlta'Q:es

technique is obvious the Iimited of concentrations within ·ch to interpret d

a dy appeared to have suitable since we could not detect

Western blot) sIL-6R in any of the control virus cells or BAL

InI(~ctf:O animaIs. our knowledge this is to measure rat

currently on the development a sandwich to ran

accurate serum

We

.I. ........ ..lL __ ,I.-__ IS

"""n"'~31"111 assessment of

6R the control

our case, we

.1..1..1...1..,,"'_ ...."""_ animaIs at any time, either by blot or we
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very eflfly at we

f1P('ll"P~l(!11110 at

human

Il

xP€~nnlents~1'Ov~~11 a

rat. en at

,..~nn1M"~d

r1H:."~.t;lC'~ up to 0.7

400 n

BAL fiu· , with or without 1n't~~,.C'·t1't1t;l1

the human is approximately

from 1 J.lg/lung to

of rat were

en()uf2:h to biological nn"'~''lf7'&''1'"'1:7 In

afte~r dflY 5 and a sust.aln(~a tr,ans;gene n,.."rn.'1I"1"1

v"O"l...I.Lv ....:J>.J.L"-I'.L.L .L"l...l.L.LVll".l.VL:J are _............_.... '_ ....... '"

gaj.ns1t ttle viral vector, clearly demonstrated in models, the

lJy.....,J.v""'" of expression (34-36). Rat produc locally mi

sensitive to the action of IL-6 and therefore could increase the intensity the immune

response. We did not measure IL-6 in these animais as we have previously shown the

nrt~Se)lCe of in samples markedly the hybridoma cell activity for

(42). We currently do not an rat IL-6.

We previously shown

l"Ol''l,,\'P1nlP1nt to test

or human

__r ...... "rt>'t ...... rr vector is to that seen

r"~~,"'t'\"'l·h'ln·('lnl"rat rat we were to a

alpha-l anti chymotrypsin production, a level of stimulation identical to the one by
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orA rI~""~"'I:T.....nl veetors ~nt.'tt."l~.:'tt."l numerous aa'/an.ta~~e to

..L..L"'''''''~''''''''' a tra:nsllent

our the

rat

the soluble

eo

h1l"nn..... Y7.. i"Y7 of rat sIL-6R an in vivo model.
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............"""...."" .....e

et non dans les cellules ocaryotes.

à ce

Tableau 6: Différencesentre lesprotéinesproduitespar E. coli et les cellulesd'insectes

42

t'aItlelleInelt1t connue

(eflZ\irmes

Différences entre les deux systèmes d'expression
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dille]~enl1atllon.

mesurer
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conclure que le recenteur

__............_' ..... avec

fonctionnel nous a ""o.....,t"'Il"'II ..~

cellules masecees

t à concentrations

ol'u·,....nc:.""tTI'~.....r\n et structure

résultats o~'t"'~'I'",=n'1V avec avec

identiques, nous ne que de ceux O~1"\A1"'4:31" au moyen de

baculovirus.

'n""''''7''''''O du 'l'"Ar'An"'Al'l1'" soluble sur a tout ".""-_....."

Po~;sè(te une

induit la prolifération

.u....\J'v..."...,,'-'JI...I.""' .. nous avons pu

en "'1 _ - _ -

u~.vJ..l.l..:l"..... propre

à

rat ou

rat nous

ou sur
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COnCOltlltamrnellt

nos f'''''~'IT~'1'JV

S

sÎQnlttlc.atrvernel1t rente

nhc:'ta.......:u:::.e:a avec de

La production et la purification protéine recombinante étant oa]rtlc:ul].èrt~m~ent

~t:'t""·IJ"t"j~"'1C"a. nous ne pouvIons de faire au mf\Vp:n

dans notre la

:xtr~em1ement e cace pour l'ad.milrlls1:ration à l'anllmal

En :règle ~\J.a.J.\"'.a.u..a.. l'aamllnls1tratI4c>n d'unadé:novirus

tr8l1lsit()~ire

œ & ~

d'a inistration d'un récepteur soluble à l'animal.

a La lPOS~)lbiJllté de I~énc~rer

ce

carac isation

......""... 'u."".., -rlII,'-'IIdi'lrlllldi'-' et

e nous ne possédions pas

travailler au niveau

Pui

é obligé

nous avons ca]~acterlse

en

e

messager t:'t1"'\~.".. f'·"rI"·Ia. du rec:eo1teur.

Northem blots pour caralctél~sati

_..., ......... _......._....... et

recombinants

tra'vaillallt sur

aOlmall linous nous sommes --"""... _"'......,

CO]ltrê3.lr€~m~ent à ce

............ ll,.JL_"JL"lJJLJL en JL_'W',,",_JL._ .lL.lL."JL".lL"'''~ au

en
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verrons
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U.I..l".l,",V.J.1-/13 sur

u_.... _ ..........u" nous a un

au

en mesurant Ife

de

Ve(~tellr viral recombinant. En testant

1 par Western blot

la générée par baculovirus ou coli,

cellules B9, nous avons sélectionné deux

recombinante. La purification immunoglootumc~s à

n .....~~f"lII11=~11V d'une part pour 1

aux .........l".l'"'V.lVlJ ................ _ ............""" ......._ ....

an _ ....

reCt~Dtc~ur ~v ...\d.VJI,.'"

C e tel"t11"'l'1ra"l'I~ "c:."t3nrt't'l11f"'*t"''' reconnue comme h~OI'1'1I"I""I'1n
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s..,_..,.......... '1"1-_ .....

toutes ces .l ....l"",,,......,'~"'....,,. nous nous sommes __ ...r ........."' ... sur
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sans nous IIJ"" '"

ce v...., ...., ...." ..

une ...._....L ....... '-' ...... A. .... _
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sur

au

nous avons ..._....'...,_' ... ,,_ pre:ce(lenrnnent

OV1''\,0'P110n,,,,,oCt non ont à co-mreeter

l'IL-6 murine et le receotleur Ctnl'l,nIIO

prod on d'pha-1 anti chymotrypsine. "-"VJL.I..LU..I.""

les protéines recombinant , la co...·mtectlon

pro · es induit production des protéines de la

l'O,.Ilt"'t'ir'tt"o cellulaire, après l'infection adénovirale,

nn1lnrl,tJlnT clairement

1ntp.r#=l~(!(!jl3~(! à du

rlo1"\A"IU1'it.-:n"lV Oe]rmlettc~nt la nt se

O~"IT"O"" aux autres

OV1'''\01'''1fonJr''i3Ct d'infection de dltltere:nts

nombreux points. D'une part, et

recom nants exprimant d'autres

une quantité appréciable de protéines recombinantes et n'ont

svs~tènnes d'expression. quantité 15 105 .I. .... V .....'-'lU' ..._Io.J'''_U ....,_..............._ ........_ ....,...._u nUJmalnS
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......,....."........,... &1' a rnrtntl"e une Dr()~au4~tlc.n joura.penoae

qui est pr()~pO]rtl0!nnc~11e de

e cune de nos nous nous sommes ~"'l"·__"'L'lIo.n de réduire la t'111'!:ln1'1f'A de

oduite dans les poumons et nous nous sommes sur

atoire dans ce domaine. Si, lorsque nous u ....I.JU~\.J.I..I..;;) 1.109 par animal, il y a une

IntJlaIIlD1~itl()tn mo lors rét

108

u..J.. ....Jl""....JlVJl'-''''' au cours mon 1"1'"0'70'11

ret)on.a aux ex]~ge:nc~'s

le

res (RAC). limitant à

diée ucoup plus discernable du bruit de avons nous

sIL-6R n'a d'effet propre au niveau VU.JUlJlJl'JJlJl(..l~JlJl""

contre, la co-administration d'IL-6 et de sIL-6R au moyen d'adénovirus a ctarrement JlJl.1U.Jl""'U.""

un e de cette combinaison rapport à L'apparition
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....,..... ""....,.......... ,."'''_u """f'Oo.'-,.....LI...:,"''''''...., du rsIL-6R expliquent sans doute ce nnt='nt'1tnÇl"'Çl

Au n1'tTl3o::l11 c!'U(~tpt"rurnlÇl et en 1"'\01'''1"11'''n 11'::lli1'"

la ne n_...'\n.... l1' ..."~ ,.. .... "I .._~

une taux

nos

sans 1"4"'U"'"t"'\'I""\1'.4:ll"t" sur la

Il

notre

à l'n,*,,,,'t''t'''\'''li,nl

sens

la __ ......,_...._
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paradoxaux de ces anticorps. Nos moyens étant limités, nous ne pourrons fournir une

explication suffisamment étayée indiquant les raisons de l'activation des protéines STAT dans

la cellule B9 et son inhibition par les mêmes anticorps dans les autres cellules.
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Contrary to what has been described for other cytokine soluble receptors, are gerler~lllY

considered as antagonists, soluble interleukin-6 receptor (sIL-6R) agonistic

activities. e have veloped an animal model in the rat to study the in vivo e ts of

protein. Using a molecular appr ch, we have expressed both in coli and a baculovirus

expression the extra cellular domain of gpSO. Recombinant proteins show similar

b logicaI activities and we confirmed, in vitro, th a nt IL-6 SIL6-R

con rs to hIL-6 human hepatoma and induces hybridoma

cells proliferation. We have generated a replication deficient recombinant adenovirus

expresslng rat sIL-6R. Di rent ceillines infected w· s adenoviral vector _.. a. .. " .... _"""'"

b 10 ·caIly active trans ne in a transient but sustained manner. this we were

able to obtain, rabbits, specifie antibodies directed against gp54 and to devel

measure L-6 concentrations. Rats infected with the recombinant virus show an 1n(1·rp~::tc!p
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InllalIun~ltoIY re nse while an ele'Vfttf~l1

and

not seem to ..........".".. ,..""1:1'

ag()nl~~tlcor

erence

acute .....~nA'I".. r.·..... - fibrosis
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Résumé

L'interleukine-ô (IL~?) est une cytokine douée de nombreuses propriétés tant sur les plans

hématologique et immunologique que de la réaction inflammatoire. Ses effets sont médiés par
/

l'intermédiaire d'un récepteur membranaire composé de deux glycoprotéines, la chaîne a, ou

gp 80, spécifique de l'IL-G et la chaine ~, ou gp 130, nécessaire à la transduction du signal.

Une forme soluble du récepteur (sIL-GR), ou gp54, possède in vitro des propriétés agonistes

contrairement à de nombre,ux autres récepteurs solubles de cytokines décrits comme

régulateurs négatifs. Les effe ts du sIL-GR in vivo ne sont pas connus et nous avons développé

un modèle animal chez le rat permettant l'étude de cette protéine. Nous avons généré un

récepteur soluble recombinant (l'sIL-GR) par expression de la partie extracellulaire du

récepteur à l'IL-G dans deux systèmes d'expression: E. coli et baculovirus. Ces protéines

possèdent des activités biologiques similaires et confirment in vitro le rôle agoniste du sIL-GR

lorsqu'associé à son ligand. Nous avons développé un adénovirus recombinant, réplication

déficient, exprimant le récepteur soluble à l'IL-:G de rat. Ce vecteur permet, après infection de

différentes lignées cellulaires, l'expression transitoire et soutenue de la protéine recombinante

biologiquement active. Ce système a permis la production, chez le lapin, d'anticorps

spécifiques dirigés contre le l'sIL-GR. Ceux ci ont permis la mise au point d'une méthode de

dosage ELISA du récepteur soluble et nous avons démontré que l'adénovirus recombinant

induisait l'élévation de la concentration de cette protéine chez Je rat pendant plus de dix jours.

L'effet de cette augmentation transitoire systémique ne modifie pas la concentration des

protéines de la phase aiguë que ce soit à l'état basal ou après induction. Au niveau

pulmonaire, apr ès-injection intra-trachéale, une augmentation du sIL-GR et de son ligand

induit une intense réponse inflammatoire à caractère fibrosant spécifique. In vitro, les

anticorps dirigés contre le récepteur possèdent une activité variable selon les cellules

étudiées. Cette dernière observation dénote une différence de la transduction du signal selon

les cellules.

Mots clés: Interleukine-ô - récepteur - gp 130 - expression - adénovirus - inflammation -
,

cytokine - rat - signal - réaction de la phase aiguë - fibrose




