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Résumé

Au niveau intestinal, le facteur de transcription Gata4 est exprimé dans les cellules
épithéliales de la partie proximale de l'intestin gréle. Ce facteur est un régulateur de
- plusieurs genes tel celui encodant la sucrase isomaltase. Quelques études ont aussi
suggéré que ce facteur est impliqué dans le controle de I’expression de molécules de
jonction, favorisant ainsi la polarisation des cellules épithéliales en culture. Dans notre
laboratoire, des résultats tendent 2 démontrer que Gata4 est impliqué dans la réponse
inflammatoire des cellules épithéliales en régulant, avec ses cofacteurs Cdx2 et Fogl,
I’expression génique du peptide antimicrobien Papl. In vivo, I’invalidation de Gata4 a
montré que ce facteur de transcription est impliqué dans le maintien de I’identité et des
fonctions du jéjunum par rapport a I’iléon. Cependant, aucune étude ne s’est intéressée a
la régulation des molécules de jonction dans ce contexte. La présente étude a pour but de
compléter I’étude de la régulation du gene Papl par Gata4 et d’étudier le réle de Gata4
dans le contrdle de I’expression des molécules de jonction chez la souris. Nos résultats
confirment le r6le du facteur de transcription Gata4 et de son corépresseur Fogl dans le
contrdle de I’expression de Papl. La méthode d’interférence a I’ARN dirigée contre Fogl
a permis d’induire spontanément I’expression de Papl dans la lignée IEC-6/Cdx2. Chez
la souris, la perte de Gata4 modifie ’expression de certaines molécules de jonction
cellulaire. Des PCR quantitatifs et des immunobuvardages ont révélé que I’expression de
plusieurs molécules de jonction est modulée en absence de Gata4. La Claudine 2 est la
molécule de jonction dont I’expression est la plus induite autant au niveau de ’ARNm
que de la protéine. Ces modifications entrainent une augmentation du passage
paracellulaire du FITC-dextran fluorescent, ce qui suggere que 1’épithélium est plus
perméable aux macromolécules. Des infections orales par Salmonella Typhimurium ont
révélé un passage accru de ces bactéries dans les animaux femelles. L’ensemble de ces
travaux suggere que Gata4 est impliqué dans le contrdle de la perméabilité des jonctions
intercellulaires ainsi que dans la protection des cellules épithéliales intestinales contre les
bactéries.

Mot clés : Gatad, Papl, FOG, jonctions intercellulaires, perméabilité transépithéliale
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Introduction

1. Le tube digestif

1.1 Segmentation du tube digestif

Le tube digestif est composé de plusieurs organes qui vont permettre la digestion et
I’absorption de la nourriture. Ces organes sont la bouche, I’cesophage, 1’estomac, I’intestin
gréle et le cdlon. L’intestin gréle et le colon ont des rdles complémentaires et distincts.
Cependant, c’est au niveau de I’intestin gréle que se fait la majeure partie de la digestion
chimique et de l’absorption des nutriments. Au niveau du colon, I’eau et certaines

vitamines y sont réabsorbées (MARIEB, 2005).

L’intestin gréle peut étre divis€ en 3 segments. Le premier segment, d’une longueur
de 25 cm (chez I’homme), est le duodénum rattaché a I’estomac au niveau du pylore. Le
duodénum est I’endroit ol le chyme gastrique est mélangé aux sucs pancréatiques et a la
bile. Ce segment est aussi responsable du controle de la vidange gastrique grace a la
cholécystokinine (CCK), hormone sécrétée par un sous-type de cellules entéroendocrines
retrouvées exclusivement dans ce segment (CUMMINGS et OVERDUIN, 2007). Le
deuxieme segment de I’intestin gréle est le jéjunum. Ce segment mesure environ 2,5 m. 1l
s’y produit une importante digestion et la majeure partie des glucides, lipides et protéines y
sont réabsorbés. La partie terminale de I’intestin gréle se nomme 1’iléon. Sa longueur est
comparable a celle du jéjunum. Les sels biliaires y sont réabsorbés ainsi que le reste des
glucides, lipides et protéines (MARIEB, 2005). Le colon est lui aussi composé de
plusieurs segments, soit le caecum suivi du colon ascendant, transversal, descendant et
sigmoide. Le tube digestif se termine par le rectum et I’anus. Deux autres organés connexes
au tube digestif contribuent a la digestion et a la réabsorption des nutriments, soit le

pancréas exocrine et la vésicule biliaire.

1.2 Histologie des segments
L’ensemble de ’intestin est composé de 4 grandes couches, soit de ’intérieur a

I’extérieur; la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. La muqueuse peut



étre divisée en 3 couches; la muscularis mucosa, la lamina propria et 1’épithélium. Au
niveau de I’intestin gréle, tous les segments posseédent des plis circulaires (évagination de la
mugqueuse et de la sous-muqueuse) sur lesquels reposent des villosités (évagination de la
muqueuse) pour maximiser la surface de contact entre le bol alimentaire et les entérocytes
(MARIEB, 2005). Cependant, chaque segment posséde certaines caractéristiques qui les
distinguent. Le duodénum posséde des villosités grossiéres et de taille moyenne. Au niveau
de la sous-muqueuse, on y retrouve les glandes de Briinner qui produisent une sécrétion
alcaline responsable de la neutralisation du chyme gastrique acide. Au niveau du jéjunum,
les villosités sont digitiformes et plus grandes que celles retrouvées dans le duodénum.
Dans I'iléon, les plis circulaires sont moins fréquents et de moins grande taille. Les
villosités sont plus petites que celles du jéjunum. On y retrouve les plaques de Peyer,
follicules lymphoides ot les contacts entre la microflore et les précurseurs lymphocytaires

sont fréquents (BERNAUDIN, 1997).

1.2 L’axe crypte-villosité

L’unité fonctionnelle de l'intestin gréle est ’axe crypte-villosité. Les cryptes de
Lieberkiihn sont des invaginations de 1’épithélium dans le tissu connectif, alors que les
villosités sont des protubérances en forme de doigts projetées vers la lumiere intestinale
(CROSNIER et al., 2006). Cette unité fonctionnelle est recouverte d’un €pithélium simple
prismatique qui se renouvelle aux 2 a 7 jours, et ce, griace aux quelques cellules souches
présentes a la base des cryptes (BRITTAN et WRIGHT, 2002). Les cellules souches sont
de 2 types; soit les CBC (Crypt Base Columnar cells) qui sont intercalées entre les cellules
de Paneth et les LRC (Label-Retaining Cells), présentes en position +4 de la crypte. Il
semble de plus en plus accepté que les cellules souches de type CBC assurent le
renouvellement de I’épithélium en conditions normales, alors que les LRC sont quiescentes.
Cependant, si la population de cellules souches de type CBC vient a étre endommagée lors
d’un stress quelconque, les cellules souches de type LRC vont entrer en prolifération et
régénérer la population de cellules souches de type CBC (SCOVILLE et al., 2008; TIAN et
al., 2011).



La division des cellules souches de type CBC peut se faire de deux maniéres :
symétrique (donne 2 cellules souches) ou asymétrique (donne 1 cellule souche et 1 cellule
fille) (SNIPPERT et al., 2010). Les cellules filles entament un processus de migration vers
le haut de la crypte tout en se divisant rapidement de 4 a 5 fois (MARSHMAN et al., 2002).
Ces cellules filles forment une zone nommée transit d’amplification. Ces cellules sont
déterminées et vont mener aux cellules différenciées de la villosité que I’on peut regrouper
en deux lignées: la lignée sécrétoire et la lignée absorbante (BARKER et al., 2008;
SCOVILLE er al., 2008). La différenciation terminale des cellules filles s’effectue dans le
tiers supérieur de la crypte, a ’exception des cellules de Paneth qui complétent leur
différenciation dans le tiers inférieur de la crypte. A leur sortie de la crypte, les cellules sont
différenciées et non prolifératives. Elles vont continuer leur migration jusqu’a I’apex de la

villosité ot elles vont étre exfoliées.

1.3 Les types cellulaires de I’épithélium intestinal

Il existe quatre principaux types de cellules épith€liales intestinales regroupés en
deux lignées. La lignée sécrétoire est composée des cellules de Paneth, des cellules
entéroendocrines et des cellules 2 mucus. La lignée absorbante est quant a elle composée

exclusivement des cellules absorbantes.

1.3.1 Les cellules de Paneth

Les cellules de Paneth se retrouvent au fond des cryptes de I’intestin gréle, intercalées
entre les cellules souches CBC. C’est d’ailleurs le seul type de cellules pleinement
différenciées qui est retrouvé au niveau de la crypte. Ces cellules jouent un réle important
dans la défense de I’héte contre la microflore intestinale en sécrétant de nombreux peptides
antibactériens (lysozyme, défensine et cryptidine) (CROSNIER et al., 2006). En plus de ce .
role, il a r*écemment été démontré qu’elles sont essentielles au maintien de la population de

cellules souches CBC de I'intestin gréle (SATO et al., 2011).



1.3.2 Les cellules entéroendocrines

Les cellules entéroendocrines sont présentes en faible quantité, environ 15 cellules
par villosité. Cependant, avec le grand nombre de villosités présent au niveau intestinal,
elles forment le plus important systeme endocrinien diffus du corps (RINDI et al., 2004). 1l
en existe au moins 15 types caractéris€s selon I’hormone qu’elles sécrétent. Les hormones
sécrétées ont des fonctions diverses qui incluent, entre autres, le contrle de la prise
alimentaire, le contrle de la glycémie et le contréle de la motilité€ intestinale (JENNY et
al., 2002). Leur distribution spatiale est finement régulée: certains sous-types sont

uniquement présents dans un segment de I’intestin gréle (RINDI et al., 2004).

1.3.3 Les cellules 2 mucus

Les cellules 2 mucus, représentant environ 10 % de la population de cellules
épithéliales, sont responsables de la sécrétion d’une épaisse couche de mucus. Cette couche
de mucus joue des roles de lubrification pour faciliter I’avancement du bol alimentaire et de
protection contre les microorganismes présents au niveau intestinal. Cette derniére fonction
est réalisée majoritairement par les différentes glycoprotéines synthétis€es par ces cellules
qui peuvent étre soit sécrétées (Muc2) ou encore ancrées a la membrane cytoplasmique
(Mucl, Muc3, Mucl7). Les cellules @ mucus sécretent aussi plusieurs protéines bioactives
qui permettent de contrdler la microflore intestinale (TFF, RELM et Fcgbp) (KIM et HO,
2010). De plus, la couche de mucus facilite la diffusion des peptides antibactériens produits

par les cellules de Paneth (GERSEMANN et al., 2012).

1.3.4 Les cellules absorbantes

Les cellules absorbantes représentent prés de 90 % des cellules épithéliales
intestinales. Leur principale fonction est 1’absorption des nutriments, mais elles participent
aussi a la digestion des aliments grice aux nombreux enzymes exprimés sur leur bordure en
brosse. Cette bordure en brosse est composée d’un arrangement dense de microvillosités
qui permettent d’augmenter la surface de contact entre le bol alimentaire et I’entérocyte

(CROSNIER et al., 2006).



2. La barriére épithéliale intestinale

La surface intestinale d’environ 100 metres carrés est recouverte d’une monocouche
de cellules épithéliales simples prismatiques. Cette monocouche forme une barriére
physique et sélective entre la lumiére intestinale et les tissus connectifs sous-jacents (Figure
la). En plus de D’exposition constante au bol alimentaire, l'intestin est 1’h6te d’une
multitude de bactéries dont le nombre est estimé a 100 trillions (10", soit 10 fois plus que
le nombre de cellules composant le corps humain (ARTIS, 2008). Il devient donc trés
important de contrler les interactions entre la microflore intestinale et le systéme
immunitaire pour dans un premier temps, favoriser la tolérance a la microflore commensale
et dans un deuxieme temps, enclencher une réponse immunitaire adéquate contre les
bactéries pathogénes. En cas de dysfonction de cette barriere épithéliale intestinale, une
plus grande quantité de microorganismes pourra entrer en contact avec les cellules
immunitaires et entrainer une suractivation de celles-ci, ce qui peut ultimement mener aux
maladies inflammatoires intestinales chroniques telles que la maladie de Crohn et la colite
ulcéreuse (CLAYBURGH ez al., 2004; TURNER, 2006). La composante principale de
cette barricre réside dans la membrane plasmique des cellules épithéliales. Celle-ci est
imperméable a la plupart des composés hydrophiles en absence de transporteurs
spécifiques. Cependant, il est nécessaire de sceller le passage paracellulaire entre les
cellules épithéliales pour former une barriere efficace. Cette fonction est assurée par le

complexe apical de jonctions qui est composé des jonctions serrées et des jonctions

adhérentes (TURNER, 2006).

2.1 Les jonctions intercellulaires

2.1.1 Les jonctions serrées

Les jonctions serrées (zonula occludens) sont situées sur la partie apicale des cellules
épithéliales intestinales. Leur fonction premiére est de sceller I’espace intercellulaire aux
macromolécules et aux bactéries. Initialement, elles étaient considérées comme formant une
structure statique et imperméable. Elles sont maintenant considérées comme étant

dynamiques et semi-perméables. Selon leur composition, elles peuvent laisser passer



Figure 1. La barriere épithéliale intestinale

a) La monocouche de cellules épithéliales intestinales recouvre I’intestin et limite les
contacts entre la microflore présente dans la lumiére intestinale et les cellules du systéme
immunitaire du tissu sous-jacent. Les cellules épithéliales sont protégées par une épaisse
couche de mucus et par les peptides antimicrobiens sécrétés dans la lumiére intestinale.
Dans I’iléon, on retrouve les plaques de Peyer. Ces structures contiennent plusieurs cellules
M capables d’interagir avec la microflore intestinale afin d’induire une tolérance ou de
déclencher une réponse appropriée contre un pathogene. b) L’étanchéité de la barriere
épithéliale intestinale repose en partie sur la capacité des cellules épithéliales a former des
jonctions intercellulaires. Les jonctions serrées situées sur le cOté apical des cellules
épithéliales ont pour fonction de sceller I’espace entre -les cellules et par le fait méme,
d’empécher le contenu intestinal d’y circuler librement. Les jonctions adhérentes situées
sous des jonctions serrées sont impliquées dans le maintien des contacts cellule-cellule. Les
desmosomes sont aussi impliqués dans le maintien des contacts cellule-cellule.
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certains ions tels le calcium (Ca™) et le magnésium (Mg®*) et leur perméabilité peut étre
modifi€e par différents stimuli comme le TNF-a (CLAYBURGH et al., 2004).Les
jonctions serrées sont des complexes multiprotéiques composés de protéines
transmembranaires et d’échafaudages sur lesquelles le cytosquelette d’actine est connecté.
Les protéines transmembranaires appartenant 2 la famille des Claudines jouent un réle

crucial dans le contrdle de la perméabilité de ce type de jonction.

Cette famille est composée de 24 membres, soient les Claudines 1 a 24. La
‘ surexpression de différentes Claudines in cellulo modifient la résistance ainsi que la
perméabilité de ces jonctions et ces changements varient selon la Claudine exprimée (LAL-
NAG et MORIN, 2009). Plus spécifiquement, les membres de la famille des Claudines
augmentent I’étanchéité des jonctions serrées (VAN ITALLIE et ANDERSON, 2006). Par
contre, il a été démontré que la Claudine 2 (Clau-2) affecte négativement 1’étanchéité des
jonctions serrées, en créant des pores au niveau de celles-ci (AMASHEH et al., 2002;
FURUSE et al., 2001). Au niveau intestinal, il a été démontré que I’expression des
Claudines varie selon le segment et 1’age (Figure 2a) (HOLMES et al., 2006). De plus, des
changements dans I’expression des Claudines sont associ€s aux maladies inflammatoires
intestinales (Figure 2b). Plus spécifiquement, Clau-2 est surexprimée en contexte
inflammatoire et est responsable, en partie, de 1’augmentation de la perméabilité
transépithéliale observée dans ce contexte (HELLER et al.; 2005; ZEISSIG et al., 2007).
Les jonctions serrées sont aussi composées de 1’Occludine (Ocln), des Zonula occludens 1
et 2 (ZO-1 et ZO-2) et des « junctional adhesion molecules » (JAMs). Ces protéines jouent

plutdt des roles dans I’assemblage et le maintien des jonctions serrées (TURNER, 2006).

2.1.2 Les jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes (ou zonula adherens) sont directement situées sous les
jonctions serrées et forment avec ces dernieres le complexe apical de jonctions. Elles vont
contribuer a maintenir les contacts cellules-cellules en reliant le cytosquelette d’actine
d’une cellule a sa voisine. Cela est assuré par la liaison calcium-dépendante de la protéine
E-Cadhérine (E-Cad) d’une cellule a ’E-Cad de la cellule voisine. Ces jonctions sont

indirectement impliquées dans le contrdle de la perméabilit€ intercellulaire en favorisant



I’assemblage des jonctions serrées et le maintien de la polarité cellulaire (TURNER, 2006).
L’invalidation conditionnelle de ’E-Cad dans 1I’épithélium intestinal murin entraine des
défauts dans la polarisation cellulaire et une augmentation de 1’apoptose des cellules
épithéliales intestinales, ce qui cause de fortes diarrhées et la mort des souris
(SCHNEIDER et al., 2010). A I’inverse, la surexpression de I’E-Cad dans un modele murin
ralentit la vitesse de migration des cellules épithéliales intestinales et n’influence pas la

différenciation de celles-ci (HERMISTON et al., 1996).

3. La transcription

La trénscription est définie comme un processus cellulaire par lequel les ARN
polymérases (1, II et II) synthétisent un brin d’ARN complémentaire a un segment d’ADN.
La transcription est une étape cruciale qui permet de contrdler I’expression d’un géne. La
régulation de la transcription s’effectue grace au cis-régulateurs (séquences sur I’ADN) sur

lesquels les trans-régulateurs (facteurs de transcription) se lient (VILLARD, 2004).

3.1 Cis-régulateurs

Pour initier la transcription d’un géne, I’ARN polymeérase II interagit avec les
facteurs de transcription qui reconnaissent de courtes séquences en amont du site de
I’initiation de la transcription. Ces séquences de liaison de facteurs de transcription sont
retrouvées, entre autres, dans une région nommée promoteur. Le promoteur d’un géne
contient plusieurs de ces séquences: celles-ci permettent la liaison des facteurs de
transcription généraux ou spécifiques. Parmi ces séquences, la boite TATA est située 2
environ 25 nucléotides en amont du site d’initiation de la transcription. Cet élément cis-
régulateur est responsable de la liaison de la protéine TBP, sous-unité du facteur de
transcription général TFIID. TFIID est le premier facteur de transcription général a lier
I’ADN lors de la formation du complexe de pré-initiation de la transcription. 1l existe aussi
des séquences distales au promoteur d’un geéne qui recrute des facteurs de transcription
capables d’influencer positivement (amplificateur) ou négativement (silenceur) la
transcription d’un géne (BRIVANLOU et DARNELL, 2002; VILLARD, 2004).
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Figure 2. Patron d’expression de certaines molécules de jonctions

a) Expression relative de certaines molécules de jonction selon I’4ge au niveau du jéjunum
de souris. L’expression des Claudines change entre la naissance et 1’adulte. Les
changements les plus drastiques se produisent pendant le sevrage, entre le 14°™ jour et le
28°™ jour apres la naissance. Il est a noter que la Claudine 2 est faiblement exprimée chez
I’adulte comparativement au nouveau-né. b) Lors de maladies inflammatoires, le profil
d’expression des molécules de jonctions est modifié. A I’aide de biopsies, il a été¢ démonté
que I’expression de I’Occludine est fortement diminuée et que celle de la Claudine 2 est
induite dans la zone de tissus enflammés (active CD) comparativement a la marge de
résection (Control).
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3.2 Trans-régulateurs

Les facteurs de transcription sont de deux types: les facteurs de transcription
généraux et les facteurs de transcription spécifiques. Les facteurs de transcription généraux
vont permettre le recrutement des ARN polymérases au niveau du promoteur d’un geéne
afin de permettre la transcription exacte de celui-ci. Les facteurs de transcription généraux
sont ubiquitaires et il en existe plus de 40 (VILLARD, 2004). Les facteurs de transcription
spécifiques peuvent réguler positivement (activateur) ou négativement (répresseur) la
transcription via leurs interactions avec I’ADN ou avec d’autres protéines (cofacteurs). Ils
peuvent &tre classés selon leur motif de liaison a I’ADN qui comprend, entre autres, les
facteurs de transcription & motif hélice-boucle-hélice (HLH), a motif leucine-zipper (LZ), a
motif doigt de zinc (ZF) et a motif hélice-tour-hélice (HTH) (PABO et SAUER, 1992).
Plusieurs de ces facteurs de transcription se lient sur I’ADN sous forme d’homodimere ou
d’hétérodimere. D’autres facteurs de transcription possédent un site de liaison pour un

ligand hormonal ou métabolique.

4. Le facteur de transcription Gata4

4.1 La famille de facteurs de transcription Gata

Les facteurs de transcription Gata jouent des rdles cruciaux dans le développement
ainsi que dans la prolifération et la différenciation cellulaires. Leur nom provient du fait
qu’ils lient I’ADN sur la séquence nucléotidique (A/T)GATA(A/G). Chez les vertébrés,
cette famille est composée de 6 membres, soient Gatal a 6, formant deux groupes selon
leur patron d’expression. Le premier groupe est composé des facteurs Gatal a 3. Ceux-ci
sont exprimeés au niveau des cellules hématopoiétiques. Ils sont essentiels a la prolifération
des cellules souches hématopoiétiques, la différenciation des érythrocytes et
mégacaryocytes et au développement des lymphocytes T (WEISS et ORKIN, 1995). Le
deuxiéme groupe, compos€ de Gata4 a 6, est exprimé au niveau des tissus d’origine
endodermique ou mésodermique telles que les gonades, le caeur et I’intestin. Ce deuxieme

groupe est impliqué dans I’expression et la régulation de génes tissus-spécifiques.
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Les facteurs de transcription Gata posseédent une forte homologie de séquence dans la
région qui interagit a la fois avec I’ADN et les cofacteurs. Cette région est composée de
deux doigts de zinc de type IV (Cys-X2-Cys-X17- Cys-X2-Cys). De plus, les facteurs de
transcription Gata possédent une région basique conservée située pres du doigt de zinc en
C-terminal qui est responsable de leur localisation nucléaire (MOLKENTIN, 2000). En
raison de leur homologie de séquence et de leur capacité a lier le méme domaine a I’ADN,
les facteurs de transcription Gata peuvent posséder des fonctions redondantes in vitro (KO
et ENGEL, 1993; MERIKA et ORKIN, 1993). Cette situation n’est toutefois toujours pas
pleinement démontrée in vive (BEULING et al., 2011; VIGER et al., 2008).

4.2 Généralités sur le facteur de transcription Gata4

Gata4 a été le quatrieme membre de la famille des facteurs de transcription Gata a
étre identifi€ (ARCECI et al., 1993; KELLEY et al., 1993). Le géne GATA4 humain est
situé sur le chromosome 8 (8p23.1-p22) alors que le géne murin est situé sur le
chromosome 14 (14 28.0 cM). Le géne encode pour un ARNm de 3419 nt (humain) ou de
3393 nt (murin) et est compos€ de 7 exons et d’aucun intron. Il a ét€ rapporté qu’il existe 2
variants d’épissage qui différent au niveau du premier exon (la et 1b) (MAZAUD
GUITTOT et al., 2009). Cependant, cela n’entraine pas de modifications dans la séquence
en acides amin€s de Gata4 puisque le premier exon est non-codant. L’ARNm de Gata4 est
détecté au niveau du cceur, des ovaires, des testicules, des poumons, du foie et de I’intestin
gréle chez la souris adulte. Lors du stade embryonnaire, I’ARNm est détecté au niveau du
cceur, de P'intestin proximal et distal, des testicules, des ovaires, du foie et aussi dans
I’endoderme viscéral et pariétal (ARCECI et al., 1993; KELLEY et al., 1993;
LAVERRIERE et al., 1994).

La protéine Gata4 est composée de 442 acides aminés chez ’homme et de 441 acides
aminés chez la souris. Son poids moléculaire est de 48 kDa. Ses domaines de liaison a
I’ADN et aux cofacteurs, qui sont formés de deux doigts de zinc, ont une forte homologie
avec les autres membres de la famille au niveau de la séquence d’acides aminés, soit
d’environ 85 % avec Gata5 et Gata6. De plus, Gata4 murin posséde 70 % d’homologie

avec Gatal murin et Gatal de Drosophila pannier au niveau de la région de liaison a
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I’ADN, ce qui suggere un haut degré de conservation des séquences au cours de I’évolution
(MOLKENTIN, 2000; PIKKARAINEN et al., 2004). Des études de délétion de domaines
ont déterminé que le doigt de zinc en C-terminal ainsi que la région basique adjacente sont
nécessaires et suffisants pour permettre la liaison de Gata4 3 ’ADN (MORRISEY et al.,
1997) et que cette interaction se fait possiblement au niveau du sillon mineur de I’ADN
(OMICHINSKI et al., 1993). Le doigt de zinc en N-terminal ne lie pas ’ADN par lui-
méme, mais influence la stabilité, la spécificité et 1’activité transcriptionnelle de Gata4. La
majorité des interactions entre Gata4 et ses cofacteurs sont régies par le doigt de zinc en C-
terminal (WHYATT et al., 1993; YANG et EVANS, 1992). Les corépresseurs Friends of

GATA (Fog) vont plutdt interagir avec le doigt de zinc en N-terminal.

Gata4 posséde aussi deux domaines d’activation de la transcription indépendants dans
sa région N-terminale (TAD 1 et TAD 2). Le premier domaine d’activation comprend les
acides aminés 1 a 74 alors que le deuxieéme comprend les acides aminés 130 a 177. Ces
domaines d’aﬁtivation de la transcription présentent une homologie avec ceux retrouvés
chez Gata5 et 6 et sont conservés dans I’évolution (MORRISEY et al., 1997). 11 a aussi €té
démontré que la région basique adjacente au doigt de zinc en C-terminal est impliquée dans

la localisation nucléaire de Gatad (MORRISEY et al., 1997).

4.3 Régulation de Gata4

4.3.1 Régulation trahscriptionnelle de Gata4

Peu de choses sont connues sur la régulation de GATA4 au niveau transcriptionnel.
Une stimulation a I’acide rétinoique dans un modele de cellules embryonnaires murines
cancéreuses F9 induit son expression (ARCECI et al., 1993). Une étude plus récente a
démontré I’importance des 124 premieres paires de bases du promoteur Gata4 pour son
expression (ISHIBASHI et al., 2011). Les auteurs de cette étude ont établi par
cotransfection que les 2 sites GC-Box et le site E-Box dans cette région sont nécessaires a
I’expression de Gata4 dans des lignées cellulaires normales d’origine testiculaire TM3 et
TM4. De plus, ils ont montré qu’un site GATA situ€ a -1300 pb peut recruter Gatab et

amplifier I’expression du géne rapporteur utilisé, ce qui suggere que Gata6 peut réguler
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Figure 3. Structure du facteur de transcription Gata4

La protéine Gata4 murine est composée de 2 domaines de transactivation situé€s dans sa
partie N-terminale (en rouge). Gata4 contient aussi 2 doigts de zinc (en bleu). Le doigt de
zinc en N-terminal (215-240) est impliqué dans la liaison de Gata4 avec les cofacteurs Fog.
Le doigt de zinc en C-terminal (270-294) est nécessaire pour la liaison de Gata4 avec
I’ADN et pour l'interaction avec certains coactivateurs comme Cdx2. Le domaine de
translocation nucléaire se situe dans la région adjacente au doigt de zinc en C-terminal (en
vert). La sérine 105 et la sérine 261 peuvent étre phosphorylées par les voies des MAP
kinase et de la PKA, respectivement, ce qui modifie 1’activité transcriptionnelle de Gata4.
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Pexpression de Gata4. D’ailleurs, il a ét€ rapporté que I’expression de Gata4 est fortement
diminuée chez les embryons murins Gata6 -/- (MORRISEY er al., 1998). Un autre groupe a
confirmé I’implication du site E-Box pour P’expression de Gara4 en mutant ce site au
niveau du promoteur de Gata4 chez la souris (BOULENDE SAB et al., 2011). Cette équipe
a noté une diminution importante du transcrit de Gata4 possédant ’exon la. Par contre, les
niveaux d’expression du transcrit possédant I’exon 1b sont légérement augmentés, ce qui se
traduit par des niveaux semblables de la protéine Gata4 et aucune différence au niveau
phénotypique. Au niveau intestinal, I’expression de Gata4 est induite lors du processus de
différenciation cellulaire au niveau de la partie proximale de I’intestin gréle. Cependant, les

mécanismes impliqués demeurent toutefois inconnus (BOUDREAU et al., 2002).

4.3.2 Régulation post-traductionnelle de Gatad

Gatad4 peut subir plusieurs modifications post-traductionnelles qui influencent sa
capacité a lier ’ADN, a transactiver ses génes cibles, a interagir avec ses cofacteurs et a se
localiser au noyau (PIKKARAINEN er al., 2004; TREMBLAY et VIGER, 2003). La
plupart des études portant sur la régulation post-traductionnelle de Gata4 ont été réalisées
dans des modeles cellulaires. cardiaques et gonadiques. Plusieurs acides aminés de Gata4
peuvent étre phosphorylés, avec 2 sites de phosphorylation particulierement importants. Le
premier site de phosphorylation se situe sur la sérine 105. Dans les cardiomyocytes, ce site
est directement phosphoryl€ par la voie des MAP kinases et plus spécifiquement par ERK2
(LIANG et al., 2001). Cette phosphorylation augmente la capacité de Gata4 a lier I’ADN
ainsi que son activité transcriptionnelle. Une autre équipe de recherche a confirmé que
Gata4 est phosphorylé sur la sérine 105 par la MAPK p38, suite & une activation de la
RhoA GTPase, protéine impliquée dans la réorganisation du cytosquelette (CHARRON et
al., 2001). Le deuxiéme site de phosphorylation se situe sur la sérine 261. Cette
phosphorylation directe est dépendante de la voie cAMP/PKA et a ét€ démontrée dans un
modele de cellules gonadiques cancéreuses murines MA-10 (TREMBLAY et VIGER,
2003). Un inhibiteur spécifique de la voie de la PKA bloque la phosphorylation de Gata4
sur cette sé€rine. Cette phosphorylation augmente ’activité transcriptionnelle de Gata4 sur

différents promoteurs dans le modele de cellules cancéreuses gonadiques MA-10. Gatad
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contient un site de sumoylation au niveau de la lysine 366. Ce site est sumoylé€ par la small
ubiquitin-like modifier-1 (SUMO-1) (WANG er al.,, 2004). Cette modification post-
traductionnelle entraine une augmentation de D’activité transcriptionnelle de Gata4 et
contrdle sa localisation nucléaire chez les cardiomyocytes. Un autre groupe de recherche a
démontré qu’au niveau intestinal, Gata4 peut aussi €tre sumoylé. Cependant, cette
modification ne régule ni son activité transcriptionnelle ni sa localisation nucléaire. Le rdle
de cette modification post-traductionnelle au niveau intestinal demeure pour I’instant

inconnu (BELAGULI et al., 2012).

4.4 Partenaires d’interaction

Gata4 coopere avec plusieurs cofacteurs pour réguler I’expression de génes cibles. La
liste des cofacteurs de Gata4 augmente constamment et varie d’un type cellulaire a un
autre. Ces interactions au niveau des doigts de zinc de Gata4 augmentent ou diminuent son

activité transcriptionnelle.

4.4.1 Cdx2 et Hnflo

Cdx2 est un facteur de transcription de la famille des génes homéotiques. Il est
exprimé uniquement dans les cellules épithéliales intestinales chez la souris adulte. Lors du
développement, sa perte (Cdx2”") entraine la mort embryonnaire vers le jour 3,5 causé par
un défaut d’implantation de ’embryon (STRUMPF et al., 2005). Cdx2 est impliqué dans
I’expression de plusieurs génes spécifiques a I’intestin, tels que la sucrase isomaltase (SI)
(JAMES et al., 1994) et la lactase phlorizin hydrolase (LPH) (TROELSEN et al., 1997). La
surexpression de Cdx2 dans des cellules épithéliales intestinales de rat (IEC-6) diminue la
prolifération cellulaire avant I’atteinte de la confluence et favorise la différenciation de
celles-ci (SUH et TRABER, 1996). Par contre, suivant l’att-einte de la confluence, les IEC-6
vont proliférées davantage et s’empiler, ce qui suggeére que l'effet de Cdx2 sur la
prolifération est dépendante d’autres facteurs. In vivo, Cdx2 est essentiel & I’homéostasie
intestinale et sa perte entraine des changements majeurs au niveau morphologique menant a

l’inﬂamma_tion et au cancer (COSKUN et al., 2011).
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Hnflo est un facteur de transcription exprimé dans le foie, le pancréas, l’intestin et
les reins. Il est impliqué dans I’expression de génes au niveau de ces tissus (MENDEL et
CRABTREE, 1991). Dans P’intestin gréle de souris adultes, Hnfla est exprimé le long de
I’axe crypte villosité, et davantage dans les cellules différenciées o il régule 1’expression
de geénes telles que Gip, GLPI et Slc26a3 (BOUDREAU et al., 2002; LUSSIER et al.,
2010). Sa perte in vivo entraine des défauts de la barriere épithéliale intestinale, de la
maturation des cellules de Paneth, et une diminution du nombre de cellules
entéroendocrines (LUSSIER et al., 2010). De plus, les souris Hnflo sont hyperglycémiques
(LEE et al., 1998). La premiére €tude qui a démontré une coopération entre Cdx2, Hnflo et
Gata4 portait sur la régulation de la SI (BOUDREAU et .al., 2002). Les auteurs ont montré
par cotransfection que ces trois facteurs agissent en synergie pour activer le promoteur de la
SL De plus, I’utilisation de promoteurs mutés a démontré que Iinteraction physique entre
Gata4 et son site sur ce promoteur n’était pas nécessaire pour assurer cette synergie entre

les trois facteurs.

4.4.2 Friends of Gata (Fog)

Les Fog forment une classe de protéines possédant de nombreux doigts de zinc liant
in vitro les 6 membres de la famille des facteurs de transcription Gata. Les interactions
physiques entre Fog et Gatad (Fog/Gata4) sont essentielles pour le développement et le
fonctionnement normal de plusieurs tissus (CANTOR et ORKIN, 2005). L’interaction de
Fogl avec Gata a été d’abord observée par double hybride en utilisant comme appét les
doigts de zinc de Gatal (TSANG et al., 1997). Quelques années plus tard, Fog2 a été
identifi€é (SVENSSON et al., 1999; TEVOSIAN et al., 1999). Fogl est composé de 995
acides amin€s et son poids moléculaire est de 110 kDa. 11 contient 9 doigts de zinc
distribués sur ’ensemble de la protéine. Fog2 est quant a lui composé de 1151 acides
aminés et a un poids moléculaire de 128 kDa. Il contient 8 doigts de zinc (CANTOR et
ORKIN, 2005). Les Fog sont exprimés t6t chez ’embryon de souris, soit E8,5 pour Fogl
(TSANG et al., 1997) et E9,5 pour Fog2 (LU et al., 1999). Les souris Fogl " meurent entre
les jours embryonnaires 10,5 et 12,5 d’une anémie sévére causée par un manque de

maturation des érythrocytes (TSANG et al., 1998). Les souris Fog2 7 meurent elles aussi
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au stade embryonnaire, suite a des défauts cardiaques entre les jours embryonnaires 12,5 a
15,5 (TEVOSIAN et al., 2000). L’interaction physique entre les Fog et les facteurs de
transcriptions Gata implique le doigt de zinc en N-terminal des facteurs de transcription
Gata. Une mutation de la valine 205 en glycine (V205G) de Gatal diminue séverement la
formation du complexe Fogl/Gatal sans affecter la capacit€é de ce dernier a lier I’ADN
(CRISPINO et al., 1999). Le méme groupe a aussi démontré que la mutation de la valine
correspondante chez Gata4 en glycine (V217G) abolit I’interaction physique entre les Fog
et Gata4 (CRISPINO er al., 2001).

Afin de mieux comprendre les roles des interactions Fog/Gata in vivo, différents «
Knock in » murins exprimant Gatal V205G (Gatal*™) ou Gata4 V217G (Gata4 “¥') ont été
générés. Les souris Gatal"™ meurent durant I’embryogen¢se d’une anémie sévere causée
par un manque de maturation des érythrocytes (CRISPINO et al., 1999), phénotype
semblable 2 celui retrouvé chez les souris Gatal ™ (FUJIWARA et al., 1996) et Fogl -
(TSANG et al., 1998). Les souris Gata4*™™ meurent aussi durant I’embryogenése suite a
des problemes cardiaques (CRISPINO et al., 2001) similaires a ceux retrouvés chez les
souris Gata4 ~ (MOLKENTIN er al., 1997) et Fog2 " (TEVOSIAN et al., 2000). Ces
études ont permis de démontrer que les interactions Fog/Gata sont réquises pour le
développement normal chez la souris. Au niveau intestinal, Fogl est majoritairement
exprimé, plus fortement au niveau des cellules épithéliales de la partie proximale de
Pintestin gréle. Son patron d’expression est semblable a celui de Gata4. 1l est d’ailleurs
coexprimé€ avec Gata4. Fog2 est faiblement exprimé avec une expression maximale dans la
partie distale de ’intestin gréle. Ceci suggere donc que Gata4 interagirait plutdt avec Fogl
au niveau intestinal (BEULING et al., 2008). En raison de la létalité des modeles Fog]'/ R
Fog2 ™ et Gata4™, une équipe a généré une souris Gata4"™ inductible au tamoxiféne
(BEULING et al., 2008). Apres un traitement au tamoxiféne de souris 4gées de 8 semaines,
celles-ci n’expriment plus Gata4 de type sauvage au niveau intestinal, alors que Gatad
V217G continue d’étre exprimé. IlIs ont démontré que la perte d’interaction entre les Fog et
Gata4 induit, au niveau du jéjunum, des génes normalement retrouvés dans I’iléon. Ceci

suggere que les Fog sont impliqués dans le maintien de I’identité du jéjunum en répriment

certain genes iléaux.
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4.5 Fonctions de Gatad4

4.5.1 Fonctions cardiaques

Au niveau cardiaque, Gata4 est nécessaire au développement cardiaque murin, car sa
perte entraine la mort embryonnaire vers le jour 9.5 en raison d’un mauvais repliement du
tube cardiaque (MOLKENTIN et al., 1997). Gata4 est impliqué dans la prolifération, la
différenciation et la survie des cardiomyocytes (GREPIN et al., 1995, SUZUKI et al.,
2004). Ce facteur régule I’expression de plusieurs génes au niveau cardiaque, dont la
cycline D2, la chaine lourde de la myosine alpha (a-MHC), le peptide natriurétique
auriculaire (ANP), le peptide natriurétique cérébral (BNP), la Tropomyosine 1 et Bcl2
(KOBAYASHI et al., 2006; PIKKARAINEN et al., 2004; ROJAS et al., 2008). Chez
I’homme, quelques études ont rapporté des polymorphismes dans le géne de GATA4 chez
des gens atteints de cardiopathie congénitale (CHEN et al., 2010; HIRAYAMA-YAMADA
et al., 2005).

4.5.2 Fonctions intestinales

4.5.2.1 In cellulo

Il a été démontré que Gatad régule plusieurs génes impliqués dans la digestion des
nutriments. La SI (BOUDREAU et al., 2002), la LPH (VAN WERING et al., 2004) et
PIFABP (GAO et al.,, 1998) en sont quelques exemples. I a été démontré que la
surexpression de Gata4, Cdx2 et Hnfla dans la lignée de cellules épithéliales normales
humaines HIEC entraine ’expression de certaines molécules de jonction et améliore la
polarisation cellulaire (BENOIT et al., 2010). Une autre étude a montré que Gatad est
impliqué dans la régulation positive de la Clau-2 dans les cellules cancéreuses du colon

Caco-2/15 (ESCAFFIT et al., 2005).

4.5.2.2 In vivo
Dans 1I’épithélium intestinal, Gara4 est exprimé avec un gradient croissant le long de

I’axe crypte-villosité. De plus, Gata4 posséde un gradient décroissant dans 1’axe rostro-
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caudal, c'est-a-dire qu’il est exprimé fortement dans la partie proximale de 1’intestin gréle et
absent dans I'iléon distal et le colon (BOUDREAU et al., 2002). Gata4 est aussi exprimé
dans les entérocytes différenciés et les cellules de Paneth, mais est absent des cellules a
mucus et des cellules entéroendocrines positives pour la chromogranine A (BOSSE et al.,
2006; BOUDREAU et al., 2002). 1l est a noter que Gata5 est exprimé dans les cellules
entéroendocrines et que Gata6 est coexprimé avec Gata4. Cependant, I’expression de
Gatab n’est pas uniquement limitée a la partie proximale de I’intestin gréle (BEULING et
al., 2011).

L’invalidation conditionnelle de Gara4 spécifiquement au niveau intestinal a montré
que Gata4 était impliqué dans le maintien de I’identité du jéjunum par rapport a I’iléon
(BOSSE et al., 2006). Les auteurs ont généré une souris exprimant un mutant perte de
fonction de Gatad (Gara4*®™?) inductible par l’'injection de tamoxiféne. Suivant un
traitement au tamoxiféene chez des souris 4gées de 8 semaines, ils ont observé que
I’expression des genes Fabpl et LPH normalement exprimés au niveau du jéjunum et
absents de I’iléon, est diminuée fortement (80 % et 90 %) au niveau du jéjunum des souris
Gata4*®**. De plus, ils ont observé une induction des genes Asbt] (20x) et Fabp6 (644x) au
niveau du jéjunum des souris, alors que ceux-ci sont normalement exprimés au niveau de
I’iléon. Les auteurs ont aussi €valué l'effet de la perte de Gata4 sur les différentes
populations de cellules épithéliales intestinales. Ils ont noté une augmentation du nombre
de cellules a mucus au niveau du jéjunum. Ces cellules sont normalement retrouvées en
plus grand nombre au niveau de I’iléon. De plus, la distribution de certains sous-types de
cellules entéroendocrines au niveau du jéjunum ressemble a celle retrouvée au niveau de
I’'iléon. Ces observations ont permis de conclure que Gata4 était responsable de I’identité

du jéjunum.

Une deuxieme étude est venue confirmer ces résultats (BATTLE er al., 2008).
L’équipe de Steven Duncan a aussi généré une souris invalidée conditionnellement pour
Gata4 au niveau intestinal en délétant les doigts de zinc et le domaine de localisation
nucléaire. Les auteurs ont ensuite effectué une analyse par micropuce a ADN et ont observé
au niveau du jéjunum une perte d’expression de 47 % des genes (353 geénes) jéjunum

spécifique chez les souris invalidées pour Gata4, et un gain ectopique de 47 % des genes
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(265 geénes) normalement exprimés dans I’iléon. Parmi les génes modulés a la hausse au
niveau du jéjunum, on note plusieurs transporteurs de sels biliaires, alors que parmi les
génes modulés a la baisse, il y a des transporteurs d’acides gras et du\cholestérol. Les
auteurs ont par la suite vérifi€ si la capacité du jéjunum d’absorber les nutriments était
affectée chez les souris invalidées pour Gata4 au niveau de I'intestin. Ils ont noté que les
animaux avaient des taux plasmatiques moins €levés en acide gras et en cholestérol,
suggérant ainsi des défauts au niveau de I’absorption de ceux-ci. Cependant, le poids des
animaux mutants n’était pas significativement différent des animaux contréles. Il est a noter
que I’analyse par micropuce a suggéré que certaines molécules de jonctions pourraient étre
modulées par la perte de Gatad4. Les auteurs n’ont cependant pas caractérisé la régulation

des molécules de jonctions.

Une autre étude est venue confirmer que la perte de Gata4 au niveau intestinal affecte
I’absorption des acides gras (PATANKAR et al., 2011). Dans cette étude, les auteurs ont
soumis des souris invalidées conditionnellement pour Gata4 au niveau intestinal a une diete
riche en acides gras et ont noté une résistance des souris a 1’obésité. Plus récemment, une
étude a évalué ’effet d’une double invalidation de Gata4 et de Gata6 au niveau intestinal
(BEULING et al., 2011). Les auteurs ont démontré que le phénotype observé au niveau du
jéjuhum des animaux invalidés pour Gata6 est amplifi€ chez les doubles mutants. Ils ont
noté une diminution accrue de la prolifération cellulaire, une baisse d’expression du
marqueur des cellules entéroendocrines Ngn3 ainsi qu’une forte diminution de I’expression
du lysozyme, marqueur des cellules de Paneth. IIs ont donc conclu que les facteurs de
transcription Gata4 et Gata6 ont certaines fonctions redondantes dans le contrdle de la

prolifération et de la différenciation des cellules épithéliales intestinales.

Chez I’homme, une méta-analyse de plusieurs banques de données a permis
d’associer de multiples polymorphismes de GATA4 a des taux plasmatiques réduits en
triglycérides (LAMINA et al., 2011). Cette étude est un argument supplémentaire qui
soutient que les fonctions de Gata4 chez la souris pourraient étre semblables a celles

retrouvées chez I’homme.
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Figure 4. Localisation de Gata4 et des corépresseurs Fog au niveau intestinal.

a) Immunohistochimies démontrant que Gata4 est exprimé le long de I’axe crypte-villosité,
avec une expression maximale au niveau de la villosité. Gata4 montre aussi un gradient
décroissant selon I’axe rostro-caudal, et n’est pas exprimé dans la partie terminale de
I’iléon. b) Fogl posséde un patron d’expression semblable a celui de Gata4 selon I’axe
rostro-caudal, tel que déterminé par PCR quantitatif, avec une expression plus forte dans la
partie proximale de !’intestin, ce qui suggere que Gata4 pourrait interagir surtout avec
celui-ci au niveau intestinal. Fog2 est exprimé plus faiblement au niveau intestinal, avec
peu de variations d’expression. Fog2 est par contre fortement exprimé au niveau de
I’estomac.
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4.6 Gata et inflammation

Plusieurs études ont démontré un rdle clé de certains membres de la famille Gata dans
I'inflammation. Par exemple, Gata3 est un facteur essentiel a la maturation des
lymphocytes CD4+ en cellules Th2 ainsi qu’a I’expression de plusieurs cytokines pro-
inflammatoires par ces cellules (BARNES, 2008; HO et PAI, 2007). Gata3 pourrait €tre
une cible de traitement dans I’asthme allergique (BARNES, 2011). Cependant, peu
d’études ont étudié le role potentiel de Gatad4 dans le contrdle de la réponse inflammatoire

des tissus ou il est exprimé.

Au niveau intestinal, une premiere €tude a démontré que Gata4 participe a la
régulation de geénes impliqués dans la réponse de la phase aigiie de facon C/EBP-
dépendante (TURGEON et al., 2008). Les auteurs ont de plus spécifiquement démonté que
Gatad interagit physiquement avec les facteurs de transcription C/EBP pour moduler
I’expression de leurs génes cibles incluant 1’a-acide glycoprotéine, I’haptoglobine et le
thiostatin. De plus, ils ont montré que la surexpression de Gata4 dans les cellules IEC-6
entraine une diminution de I’expression des facteurs de transcription C/EBPJ et C/EBPS.
Une deuxieme étude a montré que GATA4 est induit dans des échantillons de colon
provenant de patients atteints de maladies inflammatoires intestinales chroniques telles que
la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse (HAVERI et al., 2009). En effet, alors qu’en
condition normale, GATA4 n’est pas exprimé au niveau du colon, les auteurs ont noté
I’expression de GATA4 par immunohistochimie dans les zones enflammées du colon chez
ces patients. Ils ont propos€ que cette expression ectopique pourrait étre dépendante du

TGF-B.

Dans notre laboratoire, un criblage par micropuce a ADN effectué sur des
échantillons d’IEC-6/Cdx2 dans lesquels les niveaux protéiques de Gata4 ont €té réduits
par interférence a2 I’ARN a permis d’identifier une nouvelle cible de Gata4, soit le géne
« Pancreatitis-associated protein 1 » (Papl) (BROUILLARD, 2008). Ce gene fait partie
d’une famille de génes qui serait impliquée dans la régulation de la réponse inflammatoire

des cellules épithéliales intestinales
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5. Papl

5.1 Généralités

Papl est une petite protéine de 16,6 kDa initialement identifiée dans le jus
pancréatique de rats souffrants de pancréatite aigué€ (KEIM et al., 1984). Pap1 fait partie de
la famille des Reg, sous-famille de lectines de type C comprenant 3 membres chez le rat,
soit Papl, Pap2 et Pap3. Chez la souris, leurs homologues se nomment Reg-3o (Pap2),
Reg-3B (Papl) et Reg-3y (Pap3) (VITERBO et al., 2008). La superfamille des lectines de
type C est un‘ groupe de protéines qui possédent au moins un domaine de liaison aux
glucides (CRD). Ce domaine hautement conservé entre les différents membres de cette
famille peut jouer des rdles différents. 11 existe 17 sous-familles de lectines de type C
classées selon la structure et les fonctions de ces protéines. Certaines agissent comme
récepteur transmembranaire alors que d'autres sont sécrétées comme Papl. Papl est le plus
petit membre des lectines de type C. Cette protéine ne posseéde qu’un domaine CRD et un

peptide signal en N-terminal (CHRISTA et al., 1994).

5.2 Patron d’expression

Papl est généralement peu exprimé en conditions normales. En conditions de stress
tel que I’inflammation, ’ARNm de Pap/ est induit au niveau du pancréas, mais aussi dans
plusieurs autres tissus tels que 1’estomac, les reins, le foie, les glandes salivaires, les
gonades et le cerveau (CLOSA et al., 2007). Au niveau intestinal, ’ARNm de Pap]! est
exprimé constitutivement, mais la protéine n’est pas détectée en conditions normales
(DUSETTI et al., 1993). Bien que Papl est surtout exprimée et sécrétée par les cellules de
Paneth, les entérocytes et les cellules a mucus peuvent également la sécréter en plus faible
quantité (BROUILLARD, 2008; MASCIOTRA et al., 1995). Chez les patients atteints de
maladies inflammatoires intestinales chroniques, I’expression et la sécrétion de Papl dans
la lumiére du tube digestif sont augmentées (GIRONELLA et al., 2005). De plus, Papl est
détecté dans le sang de ces patients : les niveaux sanguins sont proportionnels a la gravité
de I’inflammation. Une étude in cellulo a montré que son expression est induite par I’INF-y,

le TNF-a et I'IL-6, ce qui pourrait expliquer son induction en contexte inflammatoire
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(DUSETTI et al., 1995). L’expression de Papl peut aussi étre induite par les bactéries a
Gram négatif comme Salmonella enteritidis (VAN AMPTING et al., 2012).

5.3 Fonctions

Papl est rapidemenfet fortement induite en contexte inflammatoire. Ses actions
peuvent €tre locales ou systémiques puisque Papl est considérée comme une protéine de
phase aigiie. Il a été démontré que la sécrétion de Papl lors de pancréatite aigiie confere
aux cellules pancréatiques une résistance a 1’apoptose, ce qui améliore la survie chez le rat
(FIEDLER et al., 1998). Au niveau du foie, Papl induit une résistance a I’apoptose par le
TNF-o chez les hépatocytes (SIMON ez al., 2003). Au niveau intestinal, il a ét€ démontré
que Papl peut lier et agréger plusieurs bactéries incluant les bactéries Gram positives,
Gram négatives, anaérobiques et aérobiques. Cependant, Papl ne semble pas inhiber leur
croissance (IOVANNA et al.,, 1991). Récemment, une invalidation conditionnelle au
niveau intestinal de Reg3f (Reg38"), I’homologue murin de Papl, a permis de démontrer
que cette lectine atténue I’infection causée par Salmonella (VAN AMPTING et al., 2012).
Dans cette étude, les auteurs ont infecté par voie orale des souris avec Salmonella
enteritidis (Gram négatif) ou Listeria monocytogenes (Gram positif). IlIs ont constaté chez
les animaux Reg3/3” une augmentation significative de la quantité de Salmonella enteritidis
au niveau de la muqueuse du colon, des noyaux mésentériques, de la rate et du foie.
Cependant, le nombre de bactéries viables dans les féces n’était pas différent entre les deux
groupes d’animaux. La quantité de Listeria monocytogenes n’était pas différente entre les
souris contrdles et mutantes. Ces résultats suggérent que Reg3p limite la translocation de

Salmonella enteritidis.

5.4 Régulation de Papl par Gata4

L’ahalyse d’une région de 1.2 kb du promoteur de Papl a identifié 7 sites Gata et 1
site Cdx2 au niveau de ce promoteur (Figure 5a). Il a été démontré que Pap! est induit lors
de la différenciation des cellules IEC-6/Cdx2 (Figure Sb). La diminution protéique de

Gata4 par shARN réduit I’expression de Papl (Figure 5b). Des essais luciférases ont aussi



29

démontré que Gata4 et Cdx2 agissent en synergie pour activer le promoteur de Papl
(Figures 5c et 5d). Des mutations de différents sites Gata du promoteur de Papl ont
identifi€ le site #7 comme €tant le plus important pour assurer la synergie entre Gata4 et
Cdx2 (Figure 5c). Des études de mutagénése de Gata4 ont démontré que le doigt de zinc en
C-terminal est nécessaire pour activer le promoteur de Papl et ainsi supporter I’effet
synergique entre Gata4 et Cdx2 (Figure 5d). Etonnamment, le doigt de zinc en N-terminal
Zn1 semble €tre nécessaire pour transmettre I’action répressive de Fogl, sur I’expression de

Papl (Figures 5d et Se).
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Figure 5. Implication de Gata4, Cdx2 et Fogl dans la régulation de Papl.

Précédents résultats du laboratoire non publiés a) Schéma du promoteur de Papl chez le
rat. Par analyse informatique a I’aide du logiciel MatInspector, 7 sites Gata et 1 site Cdx2
ont ét€ identifié€s dans la région de 1.2 kb du promoteur de Pap!. b) Lors d’une cinétique de
différenciation des cellules IEC-6/Cdx2 s’étalant sur 20 jours, I’expression de Papl est
induite dans la condition contrdle (Piste 1) et dans des cellules IEC-6/Cdx2 exprimant un
shARN non-ciblant (Piste 2). La diminution des niveaux protéiques de Gata4 a I’aide de
deux shARN différents (Piste 3 et 4) inhibe I’expression de Papl. c) Cotransfections
réalisées dans des cellules Caco2/15 avec les vecteurs luciférase contenant le promoteur de
Papl de type sauvage ou le promoteur de Papl muté, et différentes combinaisons de Gata4
et Cdx2, montrant I’importance du site GT7. d) Cotransfections réalisées dans des cellules
Caco-2/15 avec le vecteur luciférase contenant le promoteur Papl et différentes
combinaisons de Gata4, Gata4 muté et Cdx2. Gata4 active la transcription du geéne
rapporteur sous le contr6le du promoteur Papl en présence de Cdx2. Cet effet synergique
dépend du doigt de zinc en C-terminal (Zn2). De plus, une mutation inactivant le doigt de
zinc en N-terminal (Znl) augmente significativement 1’activit€ transcriptionnelle. e)
Cotransfections féalisées dans des cellules Caco-2/15 avec le vecteur luciférase contenant
le promoteur Papl et différentes combinaisons de Gatad4, Gata4 muté, Cdx2 et Fogl. Le

doigt de zinc en N-terminal de Gata4 est nécessaire pour assurer 1’effet répresseur de Fogl.
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6. Problématique de recherche

Dans le cadre de ma maitrise, j’ai €tudié deux volets reliés aux fonctions de Gata4

dans I’épithélium intestinal, soient;

1) La régulation de I’expression de Papl par les facteurs de transcription Gata4, Cdx2 et

Fogl.
2) La régulation de la barriere épithéliale intestinale par Gata4 dans un modele murin.

La problématique pour chacun des projets sera élaborée séparément dans les deux sections

suivantes.

6.1 La régulation de Pexpression de Papl par les facteurs de transcription
Gata4, Cdx2 et Fogl.

En plus de former une barriére physique contre le contenu intestinal, les cellules
épithéliales sécreétent différents peptides antimicrobiens afin de limiter les invasions
bactériennes. Dans notre laboratoire, des résultats ont suggéré 1’implication des facteurs de
transcription Gata4, Cdx2 et Fogl dans la régulation transcriptionnelle de Papl, un peptide
antimicrobien. Je me suis fixé comme objectif de déterminer le role de Fogl dans la

régulation de Papl.

6.1 Régulation de la barriére épithéliale intestinale par Gata4

Le maintien de la barriére épithéliale intestinale s’effectue en partie par le complexe
apical de jonctions. Or, il a été démontré in cellulo que Gatad est impliqué dans
I’expression de certaines molécules de jonctions. Dans un modeéle murin de délétion
intestin-spécifique de Gata4, une analyse par micropuce 2 ADN suggere que la perte de
Gata4 entraine une dérégulation de I’expression de certaines molécules dé jonction, dont la
Clau-2, une protéine qui augmente la perméabilité des jonctions serrées et qui est induite

lors des maladies inflammatoires intestinales chroniques.
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Nous émettons I’hypotheése que la perte de Gata4 au niveau intestinal entraine des
modifications dans la composition des jonctions intercellulaires et que ces changements
affectent la capacité des cellules épithéliales intestinales a former une barriére étanche a la

-

microflore intestinale. Afin de répondre a cette hypothése, les objectifs suivants ont été

€tablis :

1) Caractériser les changements dans la composition des jonctions intercellulaires
suivant la perte de Gata4 dans un modéle murin.

2) Caractériser si ces changements affectent la perméabilité transépithéliale et la
capacité des cellules €pithéliales intestinales a former une barrieére étanche a la

microflore intestinale.

3) Vérifier si la modification de la perméabilité transépithéliale affecte le systeme

immunitaire.
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Matériel et méthodes

1. Culture cellulaire
1.1 IEC-6 et IEC-6/Cdx2

Les cellules IEC-6 ont été isolées a partir d’iléon de rat (QUARONI ez al., 1979).
Elles posseédent des caractéristiques propres aux cellules normales cryptales; tant au niveau
morphologique qu’au niveau de I’expression génique. Les cellules IEC-6/Cdx2 ont été
obtenues en transfectant un vecteur exprimant le facteur de transcription Cdx2 dans les
cellules IEC-6 (SUH et TRABER, 1996). Ces cellules expriment faiblement Cdx2 de base,
mais celui-ci peut étre induit par ’ajout d’IPTG au milieu de culture. Comparativement aux
cellules IEC-6, les cellules IEC-6/Cdx2 forment des structures multicellulaires a I’atteinte
de la confluence et entament un processus de différenciation partielle en exprimant
notamment la SI. Les cellules IEC-6 et IEC-6/Cdx2 ont été cultivées dans du DMEM
(WISENT Inc, St-Bruno, Canada) supplémenté avec 5 % de sérum fcetal bovin (FBS) (ICN
Biomedicals, Aurora, USA), 2 mM de glutamine (Gibco BRL, Burlington, Canada), 0,01
mM de tampon HEPES (Gibco BRL, Burlington, Canada), 100 pg/ml de
pénicilline/streptomycine (Gibco BRL, Burlington, Canada) et 0,1 U/ml d’insuline
biosynthétique humaine (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Danemark). Le milieu de culture est
changé aux 2-3 jours. Lors de I’atteinte de la confluence, les cellules sont réensemencées
selon un ratio allant de 1:2 a 1:10 selon les besoins. Ces cellules sont maintenues dans un
incubateur dont la température est de 37 °C avec un taux de CO, de 5 %. L’induction de
Cdx2 est réalisée en ajoutant 4 mM d’IPTG (Fisher Scientific, Mississauga, Canada) au

milieu de culture.

1.2 Coculture d’IEC-6/Cdx2 et de cellules mésenchymateuses humaines

La coculture est un modele de culture cellulaire mis au point dans notre laboratoire
(LUSSIER et al., 2008). Des cellules IEC-6/Cdx2 sont cultivées au dessus d’une

monocouche de cellules mésenchymateuses provenant d’iléon feetal humain 4gé de 17 a 20
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semaines. Les cellules IEC-6/Cdx2 cultivées ainsi forment une monocouche de cellules
épithéliales et entament un processus de différenciation plus complet que si elles avaient été
cultivées seules sur plastique. En coculture, les cellules IEC-6/Cdx2 forment des jonctions
intercellulaires bien développées et expriment fortement plusieurs marqueurs fonctionnels
de lintestin. Le facteur de transcription Gatad4 est induit deés le troisieme jour de la

coculture et son expression reste relativement stable par la suite.

1.3 HEK293T

Les cellules HEK293T sont des cellules transformées de rein foetal humain (AIELLO
et al., 1979). Elles sont utilisées pour la production de rétrovirus ou de lentivirus. Elles sont
cultivées dans du DMEM supplémenté de 10 % FBS, 2 mM de glutamine, 0,01 mM de
tampon HEPES et 100 pg/ml de pénicilline/streptomycine.

1.4 Lignées cellulaires stables

1.4.1 ADN et production rétrovirale

Les vecteurs pBabePuro Gatad4, Gatad A216-240 et Gatad4 A270-294 ont été fournis
par le professeur Claude Asselin (REMILLARD, 2009). 5 ug de ces vecteurs ont été
mélangés a 5 ug de vecteur rétroviral pAmpho (5 pg) et a 1,5 mL d’OptiMEM (Invitrogen,
Burlington, Canada). Ce mélange est ensuite ajouté a 1,5 mL d’OptiMEM contenant 48 pl
de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, Canada) pour incubation pendant 20
minutes a température ambiante. Pendant I’incubation, le milieu de culture d’un Pétri de
cellules HEK293T a environ 90 % de confluence, est remplacé par 5 mL d’OptiMEM.
Aprés I’incubation, le mélange ADN/Lipofectamine 2000/OptiMEM est ajouté goutte 2
goutte dans le Pétri. Les cellules sont incubées pendant 4 h a 37 °C et le milieu OptiMEM
est par la suite rerhplacé par 7 mL de milieu DMEM contenant 10 % FBS. Les cellules sont
incubées pendant 2 jours a 37 °C. Le milieu de culture des cellules HEK293T contenant les
particules rétrovirales est ensuite filtré a I’aide d’un filtre 0,45 um. La suspension

rétrovirale est divisée en format de 700 pL et conservée a -80 °C.
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1.4.2 ADN et production lentivirale

Dix pg d’ADN sont mélangés avec la méme quantité des plasmides pLP1, pLP2, et
pLPVSVG. Ce mélange d’ADN est ajouté a 1,5mlL d’OptiMEM et a 40uL de
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, Canada) pour incubation pendant 20 minutes
a température ambiante. Pendant I’incubation, le milieu de culture des cellules HEK293T
est remplacé par 5 ml de milieu OptiMEM. Le mélange d’ADN est ajouté goutte a goutte
au milieu de culture des cellules HEK293T et incubé pendant 4 h 4 37 °C. L’OptiMEM est
par la suite remplacé par du DMEM contenant 10 % FBS et I’incubation des cellules se
poursuit pendant 48 h. Le milieu de culture est récolté€ puis filtré a I’aide d’un filtre de
0,45 um. Des aliquots de 700 uL sont congelés a -80 °C. Il est a noter que les cellules

HEK?293T sont transfectées a une confluence d’environ 90 %.

1.4.3 Mutagénese de Gatad

La mutagénése de Gata4dV217G dans pBabePuro a été réalisée a 1’aide de la trousse
QuikChange Lightning (Agilent Technologies, Mississauga, Canada) selon le protocole du
détaillant. La construction a été séquencée. Les amorces utilisées pour muter la valine en

glycine en position 217 sont indiquées dans le tableau 1.

Tableau 1. Oligonucléotides utilisés pour muter la valine 217 de Gata4 en Glycine

Séquences 5’ - 3’
Sens CAGAGAGTGTGGCAATTGTGGGGCCA
Antisens TGGCCCCACAATTGCCACACTCTCTG

La base soulignée est le nucléotide muté.

1.4.4' Infection rétrovirale et lentivirale

Les suspensions virales (700 ul) sont rapidement dégelées a 37 °C et additionnées de
‘polybréne (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) pour obtenir une concentration finale de
4 ng/ml. Ce mélange est ajouté a un puits d’une plaque 6 puits contenant des cellules IEC-
6/Cdx2 a 50 % de confluence dont le milieu a préalablement €té enlevé. Les cellules sont

incubées pendant 1 h, puis 1,3 mL. de DMEM contenant 5 % FBS et du polybréne a une
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concentration de 4 pg/mL est ajouté. Les cellules sont incubées pendant 48 h avant d’€tre
divisées dans un autre Pétri. La sélection s’effectue en ajoutant 2 ug/mlL de puromycine au

milieu de culture et dure de 4 a S jours.

1.5 Extraction d’ARN total de cellules en culture et transcription inverse

Les ARNs totaux ont ét€ isolés a I’aide de la trousse d’extraction RNeasy de
QIAGEN selon le protocole du détaillant. Un traitement & la DNase (Roche Diagnostics,
Laval, Canada) a ensuite €té effectué pour éliminer I’ADN génomique contaminant. Les
extraits sont dosés au Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmongton, USA) et conservés a -
80 °C. La transcription inverse a été réalisée avec 2 ug d’ARN tel que décrit précédemment

(LUSSIER et al., 2008).

1.6 Extraction protéique totale de cellules en culture

Les protéines ont été extraites dans un tampon de lyse composé€ de 1 % Triton X-100
(Fisher Scientific, Mississauga, Canada), S0 mM Tris-HCl pH 7.5 (Fisher Scientific,
Mississauga, Canada), 100 mM NaCl (Fisher Scientific, Mississauga, Canada), 5 mM
EDTA (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 40 mM B-Glycérophosphate (Sigma Aldrich,
Oakville, Canada), 50 mM NAF (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 5 % glycérol (Fisher
Scientific, Mississauga, Canada), 200 pM orthovanadate (Sigma Aldrich, Oakville,
Canada), 1 % PIC (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 1 % PMSF (Sigma Aldrich,
Oakville, Canada). Les cellules ont été incubées a 4 °C pendant 15 minutes dans le tampon
de lyse puis centrifugées a 13 000 RPM. Le surnageant est récolté puis dosé au Nanodrop.

Les échantillons sont par la suite conservés a -80 °C.

1.7 Immunobuvardage de type western
Les immunobuvardages sont réalisés avec une quantit¢é maximale de 40 ug de
protéines, dans un volume final de 13 pLL complété€ avec de I’eau au besoin. 5 pl du tampon

d’échantillon NuPAGE LDS 4x (Invitrogen, Burlington, Canada) et 2 uLL de I’agent
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réducteur (Invitrogen, Burlington, Canada) sont ajoutés. Les échantillons sont ensuite
chauffés 10 minutes a 70°C puis déposés sur un gel d’acrylamide pré-coulé NuPAGE 4-
12 % (Invitrogen, Burlington, Canada). La migration est d’une durée d’une heure et est
réalisée a 200 volts dans un tampon MOPS 1X (50 mM MOPS, 50 mM Tris bése, 0,1 %
SDS, 1 mM EDTA, pH 7,7). Le marqueur de poids moléculaire Full Range Rainbow (GE
Healthcare, Piscataway, USA) migre en parallele des échantillons. Les protéines sont
transférées sur une membrane de PVDF (Roche Diagnostic, Laval, Canada) a 30 volts
pendant 1 h dans un tampon de transfert (25 mM Bicine, 25 mM bis Tris, | mM EDTA,
pH 7,2) (Invitrogen, Burlington, Canada). Un blocage d’une heure est ensuite réalisé avec
une solution de blocage contenant du lait écrémé en poudre dans du PBS 1X et Tween
0,1 %. L’anticorps primaire est ensuite dilu€ dans le tampon de blocage et le mélange est
incubé pendant la nuit a 4°C. La membrane est ensuite lavée 2 fois pendant 15 minutes
avec du PBS 1X contenant 0,1% Tween. L’anticorps secondaire est dilu€ dans le tampon de
blocage (1/3000) et la membrane est incubée dans cette solution pendant une heure a
température ambiante. La membrane est lavée 3 fois pendant 15 minutes dans du PBS 1X
contenant 0,01 % Tween. Les antigénes sont révélés avec la trousse ECL prime (Amersham
Biosciences, Québec, Canada), suivi d’une exposition ﬁvec des films autoradiographiques
(Amersham Biosciences, Québec, Canada). Les anticorps utilisés ainsi que les conditions

utilisées se retrouvent dans le tableau 2.

Tableau 2. Anticorps et conditions d’utilisation pour les immunobuvardages

An.t lcorps Fournisseur | # Catalogue | Dilution Solution Espéce | Incubation

primaire de blocage
Claudine 1 Invitrogen 51-9000 1/500 | Blotto 5 % | Lapin | O/N4°C
Claudine 2 Invitrogen 51-6100 1/500 | Blotto 5 % | Lapin | O/N4°C
Claudine 3 Invitrogen 34-1700 1/500 | Blotto 5 % | Lapin | O/N 4 °C
Claudine 4 Invitrogen 36-4800 1/500 | Blotto 5 % | Lapin | O/N 4 °C
Clandine 8 Invitrogen | 40-0700Z 1/500 | Blotto 5 % | Lapin | O/N 4 °C
Claudine 15 | Invitrogen 38-9200 1/500 | Blotto5 % } Lapin | O/N 4 °C
Gata4 Santa-Cruz Sc-1237 1/1000 | Blotto 5 % | Cheévre | O/N 4 °C
Fogl Santa-Cruz | Sc-9361 x |1/10000] Blotto 5% |Chevre} O/N 4 °C
Actine Millipore | MABI1501R | 1/10000 | Blotto 5 % | Souris | O/N 4 °C
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1.8 Immunoprécipitation de la chromatine

Les immunoprécipitations de la chromatine ont été réalisés avec la trousse EZ-Chip
(Millipore, Billerica, USA) selon le protocole du détaillant. 2 x 10° cellules IEC-6/Cdx2
surexprimant la protéine Gata4-Flag (Capital Biosciences, Rockville, USA) ont été utilisées
pour chaque réaction. A I’atteinte de la confluence, les cellules sont soumises 2 des liaisons
transversales entre les protéines a I’ADN par I’addition de 1% PFA pour 10 minutes a
température ambiante. Les cellules sont par la suite rincées 2 fois avec du PBS 1X froid
puis récoltées. Elles sont ensuite lysées puis soumises & une sonication pour obtenir des
fragments d’ADN d’environ 200 paires de bases. Les extraits sont ensuite incubés pendant
la nuit en présence d’un pg d’anticorps Flag M2 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
et de 20 nl de billes magnétiques couplées a la protéine G (Invitrogen, Burlington, Canada).
Les billes sont ensuite lavées 2 fois avec les tampons fournis. Les complexes
ADN/Protéines-billes sont 4ensuite séparés en incubant a 65 °C pendant la nuit. Un
traitement d’une heure a la protéinase K et a 1a RNase A est effectué et les échantillons sont
ensuite purifi€s avec la trousse High Pure PCR Cleanup Micro (Roche Diagnostics, Laval,
Canada). Une réaction PCR avec des amorces spécifiques pour la région du promoteur

d’intérét est ensuite réalisée. Les séquences de celles-ci se retrouvent dans le tableau 3.

Tableau 3. Séquences des oligonucléotides et conditions d’amplification utilisées pour
Pimmunopréciptation de Gata4 sur le promoteur de Papl

Séquences 5° - 3’ . )
.. Température Produit
Régions Aval dhvbridation Cycles (pb)
Amont y P
Site 6 CACCTACAATTTTTAATCCACTCAA 59 40 212
-467 a -256 TGTTCTGGGAAACACAAGGA
Site 7 GAAAAGGGTGTGGAGGGTTC 59 40 208
-245 a-38 GAGGGAGGGGCATCATAGTA

1.9 Clonage de shARN contre Fogl
Trois séquences de shARN ciblant Fogl de rat ont €té déterminées en fonction du
programme BLOCK-iT™ RNAi Designer (Invitrogen, Burlington, Canada). Ces

séquences ont ensuite été intégrées a la séquence suivante :
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5’-GATCCCNNNNNNNNNTTCAAGAGANNNNNNNNTTTTTTGGAAC-3’.

Les séquences des shARN Fogl sont indiquées au tableau 4. Ces amorces ont été
hybridées puis ligaturées au vecteur plenti6/V5-U6 préalablement digéré avec BamHI et
Xhol. Pour vérifier si les sShARN ont été€ intégrés au vecteur, une digestion BamHI et Xhol a
été réalisée puis vérifi€e sur gel d’agarose 3 %. On observe une bande de 65 pb si le
shARN est intégré ou une bande de 45 pb si la réaction de ligation n’a pas fonctionnée. Les

clones potentiellement positifs ont ensuite ét€ séquencés.

Tableau 4. Séquences des shARN contre Fogl.

Nom ’ Séquence 5' - 3'
Sens GCGAGATCACCTTTAACAATA
/m shARNFogl #3 | | isens TATTGTTAAAGGTGATCTCGC
Sens GGCTTCATATCCACCACAAGG
t/m shARN Fogl #4 | | isens CCTTGTGGTGGATATGAAGCC
Sens GCCTTCTGGTGGACTACTACA

r shARN Fogl #5

Antisens TGTAGTAGTCCACCAGAAGGC

2. Modéle animal

2.1 Souris invalidées pour Gata4

Des souris Gatad ™™ (WATT er al., 2004) ont été croisées avec des souris
exprimant la Cre recombinase sous le controle du promoteur de la Villine (MADISON et
al., 20012). Les souris ainsi obtenues (Villine-Cre;Gata4'“"?) expriment une forme
tronquée de Gatad qui ne contient plus les régions contenues entre les exons 3 et 5,
spécifiquement dans I’épithélium intestinal. Les 2 deux doigts de zinc responsables de la
liaison de Gata4 a I’ADN et aux cofacteurs ainsi que la séquence de localisation nucléaire

sont absents de la forme produite.

2.2 Génotypage des animaux
L’ADN génomique des souris a €té extrait d’un orteil prélevé 7 jours aprés la

naissance avec la trousse « Spin Doctor Genomic DNA Prep » (GerardBIOTECH, Oxford,
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USA). Le tableau 5 contient la séquence des amorces pour les génotypages ainsi que les

conditions utilisées en PCR.

Tableau 5. Séquences des oligonucléotides et conditions d’amplification utilisées pour
le génotypage des souris.

Séquences des amorces . .
R Température Produit
Genes Aval d'hvbridation Cycles (pb)
Amont y P
Villine GCGGCATGGTGCAAGTTGAAT 50°C 25 250
cre CGTTCACCGGCATCAACGTTT
Gata 4 [CCCAGTAAAGAAGTCAGCACAAGGAAAC 55 °C’ 36 355 wt
loxP AGACTATTGATCCCGGAGTGAACATT 455 loxP

2.3 Sacrifice des souris

Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale aprés avoir été anesthésiées par
une injection intra-péritonéale de kétamine-xylazine a raison de 10 pl par 10 g de poids, en
accord avec les directives du comité d’éthique sur ’expérimentation animale de

I’Université de Sherbrooke.

2.4 Extraction de ’ARN total et des protéines de tissus intestinaux

Un fragment d’un centimeétre de I’intestin est prélevé puis lavé dans du PBS 1x froid.
Ensuite, ce fragment est rapidement congelé dans 1’azote liquide. Pour I’ARN, un mL de
solution de dénaturation est ajouté juste avant la lyse du tissu avec un polytron. Une
extraction phénol-chloroforme est ensuite réalisée en suivant le protocole de la trousse
ToTALLY RNA (Life Technologies, Grand Island, USA). Les ARNs totaux sont
resuspendus dans 30 uL. d’eau puis dosés au Nanodrop. Les ARN sont conservés a -80 °C.
Pour les protéines, un mL de solution de lyse (voir section 2.5) est ajouté juste avant de
lyser le tissu au polytron. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 13 000 RPM, puis le

surnageant est récolté, dosé au Nanodrop et conservé a -80 °C.
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2.5 Injection au BrdU (5-bromeo-2'-deoxyuridine)

Dix pL de BrdU (Invitrogen, Burlington, Canada) par gramme de poids de souris sont
injectés de fagon intrapéritonéale. Les souris sont sacrifiées 90 minutes (évaluation de la
prolifération des cellules épithéliales intestinales) ou 24 h (évaluation de la migration des

cellules épithéliales intestinales) suivant I’injection de BrdU.

2.6 Fixation des tissus pour coupes histologiques

Deux méthodes de fixation des tissus ont €t€ utilisées. Dans un premier temps,
certains tissus ont été fixés dans du PFA 1 % frais a 4 °C pendant une période de 24 h. Par
la suite, un lavage a I’éthanol 70 % est effectué puis les é€chantillons sont conservés dans
I’éthanol 70 % pour une période maximale d’un mois. Les tissus sont ensuite inclus dans un
bloc de paraffine puis tranchés en coupes histologiques de 5 pm. La deuxiéme méthode de
fixation utilise le composé Tissue-Tek OCT (Sakura, Torrance, USA). Un fragment
d’intestin est plongé a la verticale dans une petite cupule contenant I’OCT avant d’étre
immergée dans I’azote liquide. Lorsque I’OCT est gelé, les échantillons sont conservés a -

80 °C.

2.7 Immunofluorescences indirectes sur coupes histologiques

Les immunofluorescences indirectes sur les tissus fixés au PFA ont été réalisées telles
que décrites précédemment (DARSIGNY et al., 2009). Le recouvrement des antigenes est
fait avec 1’acide citrique. Les anticorps ainsi que les conditions utilis€es sont indiqués dans
le tableaul 6. Les immunofluorescences sur tissus fixés a I’OCT sont effectuées avec le
protocole suivant. Les lames sont laissées une heure a température ambiante avant d’étre
fixées 10 minutes dans du méthanol a -20 °C. Elles sont ensuite lavées 3 fois dans du PBS
1X pendant 5 minutes avant d’étre bloquées pendant 30 minutes a température ambiante
dans une solution de PBS 1X contenant 0,05 % de Triton X-100 et 2 % BSA. L’anticorps
primaire est ensuite ajouté selon les conditions indiquées au tableau 6. Les lames sont
ensuite lavées 3 fois pendant 10 minutes dans du PBS 1X. L’anticorps secondaire approprié

est ensuite ajouté a une concentration 1/200 et incubé pendant 1 h a température ambiante.
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Les lames sont ensuite lavées 3 x 10 minutes dans du PBS 1X puis montées au

VECTASHIELD avec DAPI (Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA).

Tableau 6. Anticorps et conditions utilisées pour immunofluorescences.

. R Recouvrement | Solution de
Anticorps | Dilution R
des antigenes blocage
Claudine 2 1/100 Méthanol BSA
Claudine 8 1/100 Méthanol BSA
BrdU 17250 Acide citrique Blotto

2.8 Evaluation de la perméabilité intestinale des souris

Une solution de FITC-Dextran (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) d’une
concentration de 80 mg/mL est préparée dans du PBS 1X. Des souris sont gavées avec cette
solution 2 raison de 60 mg par 100 g de poids. Quatre heures plus tard, les souris sont
anesthésiées puis une ponction cardiaque est réalisée. Le sang est laissé 30 minutes a
température ambiante puis centrifugé 15 minutes a 3000 x g et a 4°C. Le sérum est ensuite
récolté. La quantité de FITC-Dextran est dosée avec un spectrometre en rapportant les
données sur une courbe standard faite préalablement dans du sérum de souris. Le
spectrometre est utilisé avec les parametres suivants : excitation a 492 nm et émission a

525 nm. 1l est & noter que le FITC-Dextran doit étre protégé de la lumiére.

2.9 Infection orale de Salmonella typhimurium chez la souris

Salmonella typhimurium de souche SB103 est ensemencée dans 10 mL de LB
contenant 10 mg/mL de kanamycine et 100 mg/mL de streptomycine. La culture est
incubée pendant la nuit a 37 °C avec agitation a 250 RPM. Un mL de cette culture est
transféré dans un Eppendorf puis centrifugé pendant 4 minutes a 6000 RPM. Le culot est
ensuite resuspendu dans 10 ml de PBS 1X. La concentration en bactéries est déterminée en
effectuant des dilutions en série qui sont étalées sur  géloses de LB avec

kanamycine/streptomycine. Des aliquots de 100 uL devraient contenir environ 10’ CFU.
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Les animaux sont ensuite gavés avec un aliquot de 100 pL, et sacrifiés 3 jours apres
I'infection. Le nombre de bactéries dans le foie, la rate et le caecum a été déterminé. Un
fragment de chaque tissu est prélevé puis pesé. Le tissu est ensuite homogénéisé dans 1 mL
de PBS 1X et des dilutions en série du lysat sont ensemencées sur gélose LB avec
kanamycine/streptomycine. Les ARNs totaux et les prot€ines du jéjunum et de I’iléon sont

aussi prélevés.

3. Statistiques

Tous les graphiques et les calculs de moyennes et d’écarts moyens ont été réalisés a
I’aide du logiciel GraphPad Prism version 5.04 pour Windows (GraphPad Software, San
Diego USA, www.graphpad.com). Les tests de- Student non pairés avec intervalles de
confiance de 95 % ont été effectués a I’aide de ce logiciel (* = P < 0,05, ** = P < 0,01, ***

= P < 0,001, **** = P<0,0001).
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Résultats

Volet 1 - La régulation de I’expression de Pap1 par les facteurs de transcription
Gatad4, Cdx2 et Fogl.

1. Gata4 est recruté au niveau du site 7 du promoteur de Papl in cellulo.

Des résultats antérieurs du laboratoire ont démontré par essais luciférase que Gata4 et
Cdx2 agissent en synergie pour activer le promoteur de Papl (Figure 5). De plus, il a été
démontré que cet effet synergique nécessite la liaison de Gata4 au niveau du site Gata #7 du
promoteur de Papl. Afin de vérifier si Gata4 est recruté au niveau du promoteur de Papl
dans le contexte de la chromatine, la technique d’immunoprécipitation de la chromatine
(ChIP) a été  utilisée chez les cellules IEC-6/Cdx2. Plusieurs tentatives
d’immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps spécifique pour Gata4 se sont
avérées inefficaces, suggérant que cet anticorps n’est pas efficace pour I’approche ChIP.
Pour cette raison, nous avons opté pour la surexpression d’une protéine Gatad4 étiquetée
avec I’épitope FLAG. Un taux d’enrichissement significatif de 3,2 fois (P=0,0355) au
niveau du site Gata #7 a été obtenu par PCR quantitatif suite a I’immunoprécipitation de la
chromatine des cellules IEC-6/Cdx2 avec un anticorps spécifique pour I’étiquette FLAG

comparativement a des IgG de la méme espece (Figure 6).

2. Gatad et son corépresseur Fog 1 régulent I’expression de Pap1

Des expériences précédentes, réalisées par des membres du laboratoire, ont permis
d’identifier les domaines du facteur de transcription Gata4 impliqués dans la synergie avec
le facteur de transcription Cdx2, en mesurant I’activité de mutants de délétion des doigts de
zinc N-terminal ou C-terminal de Gata4 par essai luciférase (Figure 5). . Ces essais ont
démontré que le doigt de zinc C-terminal est requis pour assurer I’effet synergique entre
Gata4 et Cdx2 (Figure 6). De plus, la mutation AZnl en N-terminal de Gata4 augmente
I’activité de la luciférase, ce qui suggére que Fogl pourrait interagir avec Gata4 par le

doigt de zinc N-terminal afin de limiter I’expression de Papl.
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Dans le but de confirmer cette hypothése, nous avons généré le mutant Gata4VvV217G
qui abolit I’interaction avec les répresseurs Fog. Nous avons ensuite surexprimé Gata4 ou
plusieurs mutants de Gata4 dans les cellules IEC-6/Cdx2 (Figure 7a). L’expression relative
des messagers de Papl a été par la suite quahtiﬁée par PCR quantitatif a I’atteinte de la
confluence (Figure 7b). Nous observons que la surexpression de Gata4 de type sauvage
augmente I’expression relative de Papl de 3,2 fois (P=0,0013) comparativement au vecteur
contrdle pBabepuro. La surexpression des mutants incapables d’interagir avec Fogl, soit
GatadV217G et Gata4AZn1, augmente 1’expression relative de Papl de 7,7 (P=0,0358) et
8,0 (P=0,0019) fois, respectivement.

Finalement, les niveaux protéiques de Fogl ont €t€ diminués par interférence a
I’ARN. Des cellules TEC-6/Cdx2 ont été infectées avec une construction exprimant un
shARN contre Fogl et sélectionnées. Le shARN contre Fogldiminue les niveaux
protéiques de Fogl de 65 % (Figure 8a). L’expression de Papl a ensuite €té quantifiée par
PCR quantitatif dans les cellules IEC-6/Cdx2 shFogl a confluence et 3 jours apres
traitement 2 I'IPTG. On constate dans les cellules IEC-6/Cdx2 a confluence que la
diminution de Fogl augmente I’expression de Papl de 8,3 fois (p=0,0018)
comparativement aux cellules IEC-6/Cdx2 surexprimant un shARN contréle. Cette
induction du messager de Papl est de 2,6 fois (p=0,0041) daﬁs les cellules IEC-6/Cdx2
dans lesquelles 1’expression de Cdx2 a été induite par I’ajout d’ITPG au milieu de culture

pendant 3 jours.
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Figure 6. Gatad est recruté au niveau du site Gata4 #7 du promoteur de Papl.

Une immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps permettant de reconnaitre
I’étiquette Flag liée a la protéine Gata4 et surexprimée dans les cellules IEC-6/Cdx2 a été
effectuée. Une région d’ADN contenant le site Gata #7 a été amplifiée par PCR quantitatif
avec une paire d’amorces spécifiques. Un taux d’enrichissement de 3,2 fois a été observé
avec I’anticorps spécifique pour Flag (Flag) comparativement a des IgG de la méme espéce
(Ctrl). Le graphique représente les moyennes + les SEM. Un test de Student a été effectué
pour mesurer la significativité des résultats (* = P < 0,05). N=3
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Figure 7. La surexpression de Gatad dans le modéle IEC-6/Cdx2 induit I’expression
de Papl

Gata4 ou Gata4 muté ont été surexprime€s dans les cellules IEC-6/Cdx2 afin de confirmer le
role de Gatad et du corépresseur Fogl dans le contrfle de I’expression de Papl. a)
Immunobuvardage de type western réalis€ avec un anticorps spécifique pour Gata4 avec
des échantillons de protéines de cellules IEC-6/Cdx2 surexprimant de fagon stable Gatad
ou diverses versions de Gata4 muté. b) Expression relative des ARNm de Papl par PCR
quantitatif dans des échantillons de cellules IEC-6/Cdx2 surexprimant de fagon stable
Gata4 ou diverses versions de Gata4 muté. Un ratio de 1 a été€ attribué€ pour les valeurs
obtenues dans les cellules ayant intégré le vecteur vide pBabepuro (-). Les niveaux
d’expression de Papl ont été normalisés a ceux du gene contrdle PBGD. Le graphique
représente les moyennes + les SEM. Un test de Student a été réalis€ pour mesurer la
significativité des résultats (* = P < 0,05, ** = P < 0,01). N=3
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Figure 8. La diminution des niveaux protéiques de Fogl dans le modéle IEC-6/Cdx2
augmente l'expression de Papl1.

Les niveaux protéiques de Fogl ont ét€é diminués dans les cellules IEC-6/Cdx2 par
interférence a2 ’ARN. a) Immunobuvardage de type western avec un anticorps spécifique
contre Fogl effectué avec des extraits de protéines de cellules IEC-6/Cdx2 ayant intégré un
shARN contre Fogl (piste 2) comparativement a des cellules IEC-6/Cdx2 ayant intégré un
shARN non ciblant contréle (piste 1). L’actine est utilis€ée comme contrdle. b) Expression
relative des ARNm de Papl par PCR quantitatif dans des échantillons de cellules IEC-
6/Cdx2 ayant intégré de fagon stable un shARN contre Fogl a confluence (jour 0) ou 3
jours suivant I’ajout d’IPTG au milieu de culture. Un ratio de 1 a €été attribué pour les
valeurs obtenues dans les cellules ayant intégré le shARN non ciblant (shCtl). Les niveaux
d’expression de Papl ont €té normalisés a ceux du geéne contrdle PBGD. Le graphique
représente les moyennes + les SEM. Un test de Student a été réalisé pour mesurer la
significativité des résultats (** = P < 0,01). N=3 ‘
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Volet 2 - La régulation de la barriere épithéliale intestinale par Gatad dans un
modéle murin

3. Gatad régule Pexpression de génes encodant pour des protéines du complexe apical
de jonction. |

Afin de vérifier ’effet de la perte de Gata4 sur I’expression de génes encodant pour
des protéines de jonctions, les niveaux d’ARNm de différentes molécules ont été quantifiés
par PCR quantitatif d’ADNc produits a partir d’extraits d’ARN totaux du jéjunum proximal

de souris dgées d’un an.

Dans un premier temps, ’expression des genes impliqués directement dans le
contrdle de la perméabilité, soit les Claudines, a €té mesurée. On constate que le profil
d’expression des Claudines au niveau du jéjunum d’animaux invalidés pour Gara4 differe
en fonction des membres de cette famille (Figure 9). En effet, alors que I’expression
relative du messager de Clau-1 et de Clau-15 n’est pas modulée significativement en
absence de Gata4, I’expression de Clau-3 est augmentée significativement de 1,57 fois
(P=0,0006) et celle de Clau-2 ainsi que Clau-8 est augmentée respectivement de 6,59 fois
(P<0,0001) et 4,07 fois (P=0,0406) chez les mutants comparativement aux animaux

contrdles (Figure 9).

Dans un deuxieéme temps, I’expression relative de genes impliqués dans 1’assemblage
et le maintien des jonctions serrées a été déterminée. La perte de Gata4 entraine une légere
augmentation de I’expression de Ocln (1,24; P=0,0203), de Jam1i (1,28; P=0,0499) et de
Z0O-1 (1,26; P=0,0099) (Figure 10).

Dans un troisi¢éme temps, ’expression des messagers d’E-Cad, dont la protéine est
retrouvée au niveau des jonctions adhérentes, a ét€é mesurée. On constate une augmentation
de 1,45 fois (P= 0,0074) de '’ ARNm d’E-Cad au niveau du jéjunum de souris invalidées
pour Gata4 (Figure 10).
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Figure 9. L’invalidation de Gatad4 modifie I’expression de certains genes encodant des
Claudines.

L’expression relative des messagers Clau-1, -2, -3, -8 et -15 au niveau du jéjunum proximal
d’animaux de 1 an a ét€ mesurée par PCR quantitatif. Les graphiques représentent les
moyennes * les SEM. Le ratio des animaux contrdles a été normalisé 2 la valeur arbitraire
de 1. Les niveaux d’expression ont ét€ normalisés a ceux du geéne controle PBGD. Un test
de Student a ét€ réalisé pour mesurer la significativité€ des résultats (n.s. = non significatif, *
=P < 0,05, *** = P < 0,001, **** = P<0,0001).
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Figure 10. : L’invalidation de Gata4 modifie I’expression de génes encodant des
molécules de jonction

L’expression relative des genes encodant des molécules de jonction, soit Ocln (occludin),
Jaml, ZO-1 et E-Cad au niveau du jéjunum proximal d’animaux de 1 an a été mesurée par
PCR quantitatif. Les graphiques représentent les moyennes + les SEM. Le ratio des
animaux contrdles a €té normalisé a la valeur arbitraire de 1. Les niveaux d’expression ont
été normalisés a ceux du géne contrdle PBGD. Un test de Student a été réalis€ pour mesurer
la significativité des résultats (* = P < 0,05, ** = P < 0,01).
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4. L’augmentation de ’ARNm des Claudines 2 et 8 se traduit par une augmentation
des niveaux protéiques et de leur localisation au niveau apical de ’épithélium.

Afin de déterminer la quantité de protéines Clau-2, un immunobuvardage a été
effectué a partir d’extraits de protéines totales provenant du jéjunum d’animaux 4gés d’un
an. On constate que Clau-2 est faiblement exprimée chez les animaux contrdles alors
qu’elle est fortement induite dans le jéjunum des animaux invalidés pour Gata4
(Figure 11). Afin de vérifier la localisation de Clau-2 et Clau-8, des immunofluorescences
indirectes ont été réalisées (Figure 12 et 13). Chez les souris contrdles, on constate un faible
marquage pour Clau-2 au niveau de la partie apicale des cellules épithéliales de la crypte.
Chez les souris invalidées pour Gara4, un fort marquage est présent au niveau apical des
cellules épithéliales le long de ’axe crypte-villosité, ce qui suggere une localisation au
niveau des jonctions serrées (Figure 12). Clau-8 n’est pas détectée par immunofluorescence
chez les animaux controles. Par contre, chez les animaux invalidés pour Gata4, Clau-8
présente un marquage plus diffus que celui de Clau-2, mais on constate qu’une partie se

localise aussi au niveau apical des cellules épithéliales intestinales (Figure 13).

5. L’aspect des jonctions du complexe apical est modifié en absence de Gatad.

1’ apparence des jonctions serrées et adhérentes a été visualisée par microscopie
électronique (Figure 14). On constate que les jonctions serrées (fleche noir) chez les
animaux contrdle sont trés foncées, ce qui indique que les jonctions serrées sont bien
délimitées et que les membranes plasmiques des deux cellules épithéliales adjacentes sont
prés 'une de ’autre. Par contre, chez les animaux invalidés pour Gata4, les jonctions
serrées sont moins foncées et moins bien délimitées. Dans le cas des jonctions adhérentes
(fleche blanche), celles retrouvées chez les animaux contréle ont I’aspect d’un bouton

pressoir alors que ce motif est absent des animaux invalidé pour Gata4.
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Figure 11. L’invalidation de Gata4 augmente les niveaux protéiques de la Claudine 2
au niveau du jéjunum proximal de souris.

Un immunobuvardage a été effectué sur des lysats de protéines totales de jéjunum proximal
de souris dgées d’un an. Un anticorps spécifique pour Clau-2 a été utilisé. L’actine a été
visualisée afin d’assurer la quantité relative de protéines. Chacune des pistes représentent
un animal indépendant controle (pistes un et deux) ou mutant (pistes trois et quatre).
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Figure 12. La Claudine 2 est exprimée au niveau apical du jéjunum de souris
invalidées pour Gata4

Une immunofluorescence indirecte avec un anticorps spécifique pour Clau-2 a été réalisée
sur des coupes de tissu de jéjunum proximal de souris. Le marquage vert (FITC)
correspond au marquage obtenu avec les anticorps Clau-2. Le marquage rouge est obtenu
par coloration des tissus au bleu d’Evans. Le carré jaune représente la zone présentée
agrandie a 63x. N=2.
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Figure 13. La Claudine 8 est exprimée au niveau apical du jéjunum de souris
invalidées pour Gata4

Une immunofluorescence indirecte avec un anticorps spécifique pour Clau-8 a été réalisée
sur des coupes de tissu de jéjunum proximal de souris. Le marquage vert (FITC)
correspond au marquage obtenu avec les anticorps Clau8. Le marquage rouge est obtenu
par coloration des tissus au bleu d’Evans. Le carré jaune représente la zone agrandie a 63x.
N=2.
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Figure 14. L’aspect du complexe épical de jonction est affecté dans les souris
invalidées pour Gatad.

Morphologie des jonctions serrées et adhérentes chez les animaux controles (a) et invalidés
pour Gata4 (b). Ces images ont €té obtenues par microscopie €électronique a un
grossissement de 10 000x. Les barres représentent une distance de 500 nm. Les fleches
pleines indiquent les jonctions serrées alors que les fleches vides indiquent les jonctions
adhérentes. N=3.



58

6. La perte de Gata4 diminue la migration des cellules épithéliales intestinales.
Puisqu’un changement au niveau des propriétés des jonctions cellulaires peut étre
associé a un changement de la migration cellulaire, nous avons évalué la vitesse de
migration cellulaire chez les souris invalidée pour Gata4 a I’aide d’un marquage au BrdU
pendant 48 h. Nous observons que les cellules épithéliales des souris contrfles migrent en
moyenne sur 83 % de la distance entre le fond de la crypte et I’apex de la villosité alors que
ce pourcentage est de 62 % chez les animaux invalidés pour Gata4. Les cellules épithéliales

chez les animaux invalidés pour Gata4 ont donc migré sur une distance inférieure de 25 %

(p < 0,0001) pendant 48 h (Figure 15), ce qui suggere une réduction de la migration.

7. La perte de Gatad augmente perméabilité transépithéliale au FITC-Dextran.

En raison du changement dans la composition des molécules retrouvées au niveau du
complexe apical de jonctions, la capacité de ce complexe a sceller I’espace intercellulaire a
été mesurée a l'aide du FITC-Dextran. Le Dextran est un polymére de glucose non
absorbable par 1’épithélium intestinal. Une détection significative du FITC-Dextran au
niveau du sérum implique donc un défaut dans les fonctions de barriere des cellules
épithéliales intestinales. Chez les animaux contrdles, on retrouve au niveau du sérum une
quantité calibrée de 55,1 ng/ml de FITC-Dextran comparativement a 1000,0 ng/ml dans le
sérum des animaux invalidés pour Gata4 4 h apres le gavage des souris. Ceci se traduit par
une augmentation significative de 18,2 fois chez les souris mutantes (P= 0,0008)

(Figure 16), ce qui suggére une augmentation de la perméabilité transépithéliale.

8. L’augmentation de la perméabilité transépithéliale au FITC-Dextran se traduit par
une augmentation du passage de Salmonella typhimurium.

Puisque le complexe apical de jonctions est moins en mesure de sceller I’espace
intercellulaire au FITC-Dextran en 1’absence de Gata4, nous avons vérifi€ si ce changement
de pouvait résulter en une plus grande accessibilité des bactéries a travers 1’épithélium.

Pour ce faire, des infections orales par Salmonella typhimurium de souche SB103 ont été



59

a) IEC
Ctri Gata4 KO
b)
s 1.0+
H
E % 084 T ooy
i é 08+
; s 044
S % 0.2+
k-] 0.0 Y

Figure 15. La migration des cellules épithéliales intestinales est diminuée en ’absence
de Gatad4.

(a) 48h suivant une injection au BrdU, les souris ont é&té sacrifiées et des
immunofluorescences indirectes avec un anticorps spécifique pour le BrdU ont été
effectuées. Le front de migration délimité par la détection de la plus haute cellule positive
pour le BrdU (ligne jaune) sur I’axe crypte-villosité a été mesuré et rapporté sur la longueur
totale de I’axe (ligne rouge). (b) Les données ont été obtenues en mesurant 103 fronts de
migration pour les animaux contrdles et 119 fronts de migration pour les animaux invalidés
pour Gara4 (N=3 animaux pour chaque groupe). Le ratio 1 représente la distance totale
référence pour une cellule qui aurait atteint I’apex de la villosité. Le graphique représente
les moyennes + les SEM. Un test de Student a été réalis€ pour mesurer la significativité des
résultats (**** = P < 0,0001).
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Figure 16. La perméabilité transépithéliale est augmentée chez les souris invalidées
pour Gatad.

La quantité de FITC-Dextran circulante a ét€ mesurée par la détection de la fluorescence au
niveau du sérum 4 h apres un gavage chez la souris. Le graphique représente les moyennes
+ les SEM. Les points en rouge représentent les valeurs obtenues chez les souris males
alors que les points en noir représentent les valeurs obtenues chez les femelles. N=10 ngour
les animaux contréles (2 males et 8 femelles) et N=8 pour les animaux Gata4 KO c (5
males et 3 femelles). Un test de Student a été réalisé pour mesurer la significativité des
résultats (*** = P < 0,001).
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réalisées, avant de préparer des extraits du foie et de la rate pour ensemencement sur
gélose, 72 h apres 'infection. Le nombre de bactéries ayant atteint le foie et la rate a éié
mesuré en comptant le nombre de colonies sur gélose. S. typhimurium entraine une
infection systémique par sa capacité a traverser la barricre épithéliale intestinale par un
processus d’internalisation au niveau des cellules épithéliales intestinales et des cellules M,
suivi d’une captation au niveau des macrophages dans lesquels les bactéries proliférent et
sont transportées vers les tissus comme la rate et le foie (KAUR et JAIN, 2012; WATSON
et HOLDEN, 2010). La souche SB103 est peu internalisée au niveau des cellules
épithéliales comparativement a la forme de type sauvage en raison de mutations rendant
son systeme de sécrétion de type III non fonctionnel (GALAN et CURTISS, 1991). Sa
présence au niveau du foie et de la rate ne peut étre facilitée que par son passage entre les

cellules épithéliales intestinales.

On constate un passage accru de S. typhimurium chez les animaux femelles invalidés
pour Gata4 (Figure 17), avec une moyenne de 90,4 colonies par milligramme de tissus
(CFU/mg tissus) au niveau du foie chez les animaux invalidés pour Gata4
comparativement a 2,3 CFU/mg tissus chez les animaux contrdles, ce qui correspond a une
augmentation de 39,3 fois (P=0,2329). Cette tendance est aussi observée au niveau de la
rate avec 1748 CFU/mg tissus chez les animaux invalidés pour Gata4 comparativement a
10,8 CFU/mg de tissus chez les animaux contrdles, soit une augmentation de 161,5 fois

(P=0,1757).

La tendance a la hausse observée chez les animaux femelles n’est pas retrouvée chez
les animaux males (Figure 17). La quantité de S. Typhimurium retrouvée au niveau du foie
des animaux invalidés pour Gata4 est semblable a celle retrouvée chez les animaux
contrdles soit de 9,5 CFU/mg tissus et 10,7 CFU/mg tissus respectivement. Il en va de
méme au niveau de la rate avec 43,2 CFU/mg de tissus chez les animaux invalidés pour

Gata4 et 30,3 CFU/mg de tissus chez les animaux contrdles.
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Figure 17. L’invalidation de Gata4 facilite le passage de S. typhimurium

72 h suivant un gavage de S. typhimurium chez les souris contrles et invalidées pour
Gata4, le foie et la rate ont été prélevés, lysé€s puis ensemencés sur gélose permettant la
culture sélective de S. typhimurium. Les décomptes des colonies pour les animaux maéles
(N=4) (a) et les animaux femelles (N=7) (b) ont ensuite été effectués puis rapportés par

milligramme de tissus prélevé.



63

9. L’augmentation de la perméabilité intercellulaire n’est pas suffisante pour activer

le systéme immunitaire des souris invalidées pour Gatad.

En raison de I'augmentation de la perméabilité intercellulaire observée chez les
animaux invalidés pour Gata4, nous avons vérifi€ 1'état d’activation du systeme
immunitaire. Des extraits d’ARN totaux du jéjunum proximal d’animaux agés d’un an ont
été isolés. Par la suite, une quantification de I’expression de 27 genes a €té réalisée par la
Plateforme d’analyse du transcriptome (RNomique) de I’Université de Sherbrooke. La liste

des genes se retrouve au tableau #7.

Parmi les 27 genes dont I’expression a été mesurée, seul Icaml est modulé
significativement dans les animaux femelles invalidés pour Gata4 (Figure 18), avec une

expression augmentée de 1,43 (P=0,0060) par rapport aux animaux controles.

Cependant, on observe pour certains geénes des tendances d’expression non-
significatives. Entre autres, chez les femelles invalidées pour Gata4, I’expression relative
de CX3Crl (1,63; P=0,0535), TNF-a (1,85; P=0,1287), Cd69 (2,18; P=0,1021) et IL-23r
(2,23; P=0,1304) semble étre augmentée par rapport aux animaux contrdles femelles. En

raison du petit nombre d’individus maéles dans I’analyse, aucune tendance n’est observée.



Tableau 7. Liste des génes analysés par la plateforme d'analyse du transcriptome.

Génes Fonctions et spécificités

Icaml Récepteur intracellulaire - Cellules endothéliales

cds Récepteur transmembranaire - Lymphocytes B sécrétant des IgM (B-1) et
lymphocytes T

Cd25 Chaine alpha du récepteur a IL-2 - Lymphocytes B et T activés

Cd69 Récepteur transmembranaire - Lymphocytes CD4+ en différenciation

CCL20 Chimiokine - Cellules épithéliales

CCR4 Récepteur transmembranaire - Lymphocytes T CD4+

CCR6 Récepteur transmembranaire a CCL20 - Lymphocytes T

CXCL1 Cytokine pro-inflammatoire - Cellules épithé€liales, macrophages et
neutrophiles

CXCR4 Récepteur transmembranaire pour CXCL20 - Lymphocyte T CD4+
Récepteur transmembranaire - Cellules épithéliales, macrophages et

CX3Crl ..
cellules dendritiques

FoxP3 Facteur de transcription - Lymphocytes T régulateurs (T-Reg)

Gata3 Facteur de transcription - Lymphocytes Th2

IL-1B Cytokine pro-inflammatoire - Cellules épithéliales et macrophages

IL-1b-r Récepteur de IL-1b - Lymphocytes T

IL-2 Cytokine pro-inflammatoire - Lymphocytes T CD4+ et CD8+

IL-10 gytokine anti-inflammatoire - Cellules épithéliales, lymphocytes Th2 et T-

cg

IL-12 p35 | Sous unité alpha du récepteur a IL-12 - Lymphocytes Th1

IL-12 p40 | Sous unité béta du récepteur a IL-12 - Lymphocytes Thl

IL-13 Cytokine pro-inflammatoire - Lymphocytes Th2
Cytokine pro-inflammatoire - Lymphocytes T auxiliaires de type 17

IL-17 (Th17)

IL-21 Cytokine Pro—inﬂammatoire - Lymphocytes Th2 et Th17, cellules NK
(Natural killer)

IL-23a Cytokine pro-inflammatoire - Macrophages

IL-23r Récepteur transmembranaire a l'interleukine 23 - Lymphocytes Th17

IL-24 Cytokine pro-inflammatoire - Lymphocytes Th2 et Monocytes

INF-y Cytokine pro-inflammatoire - Lymphocytes T CD4+ et CD8+, cellules NK

TGF-B Cytokine anti-inflammatoire - Cellules épithéliales et macrophages

TNF-a Cytokine pro-inflammatoire — Macrophages, lymphocytes T CD4+,

cellules épithéliales
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Figure 18. L’invalidation de Gata4 augmente I’expression de certains genes impliqués
dans la réponse inflammatoire.

Expression relative de génes impliqués dans la réponse inflammatoire au niveau du
jéjunum proximal pour lesquelles une tendance est observée entre les animaux contrdles et
les animaux invalidés pour Gata4. Valeurs obtenues pour les animaux de sexe féminin agés
d’un an. Les graphiques représentent les moyennes + les SEM. Le ratio des animaux
controles a €t€ normalisé a la valeur arbitraire de 1. Un test de Student a été réalisé pour
mesurer la significativité des résultats (** = P < 0,01).
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Discussion

1. L’expression des ARNm de Papl est régulée par les facteurs de transcription
Gatad, Cdx2 et Fogl.

_ Des résultats précédents de notre laboratoire ont démontré que le géne encodant le
peptide antimicrobien Papl est une cible transcriptionnelle de Gata4 (BROUILLARD.
2008; BRUNEAU, 2011). Les résultats obtenus ont démontré I'implication des facteurs de
transcription Gata4, Cdx2 ainsi que la possible implication du répresseur Fogl dans le
contrOle transcriptionnel de Papl. De plus, les résultats ont aussi montré que le site Cdx2 et
le site Gata #7 au niveau du promoteur de Papl sont les sites importants pour le contrdle

transcriptionnel.

Nous avons dans un premier temps confirmé que le site Gata #7 recrute Gatad au
niveau du promoteur de Pupl dans les cellules [EC-6/Cdx2, par immunoprécipitation de la
chromatine. Ce résultat couplé a ceux obtenus par essais de cotransfection confirme que le
recrutement de Gata4 au site Gata #7 est nécessaire pour transactiver le promoteur de Papl.
Ce mécanisme de transactivation est différent de celui rapporté pour le géne encodant la
sucrase-isomaltase dans lequel la liaison de Gata4 au promoteur n’est pas nécessaire pour

assurer une synergie entre Gata4 et Cdx2 (BOUDREAU er al., 2002).

Nos expériences de cotransfection avaient démontré qu’une délétion du doigt de zinc
N-terminal meéne a l'augmentation de la transcription de Papl. Nous avons confirmé
I"'implication des corépresseurs Fog dans le controle de |'expression de Papl, en générant
un mutant de Gata4 avec une glycine au lieu d'une valine a la position 217. Cette mutation
permet de diminuer tres fortement la capacité de Gatad d’interagir avec les Fog
(CRISPINO er «l., 2001). La surexpression du mutant Gatad4 V217G a permis de démontrer
que les Fog sont impliqués dans la régulation négative de Papl. Cependant, pour confirmer
que ceux-cl sont présents au niveau du promoteur de Papl et qu’ils interagissent
physiquement avec Gata4, une immunoprécipitation de la chromatine serait nécessaire.
Puisque I'expression de Fog/l au niveau intestinal est d'environ 1000 fois supérieures i
celle de Fog2 (BEULING er al.. 2008), nous spéculons que Fogl est le corépresseur

impliqué dans le contrdle de I'expression de Pap/. Fog2 jouerait alors un réle mineur dans
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la régulation de I'expression de Pup/. C’est dans cette optique que nous avons diminué les
niveaux protéiques de Fogl par méthode d’interférence a I’ARN dans les cellules IEC-
6/Cdx2. L’augmentation de I'expression de Papl observée dans les IEC-6/Cdx2 a permis
de confirmer le role de Fogl dans le controle négatif de I’expression de Papl. Il est
intéressant de constater que la diminution des niveaux protéiques de Fogl a un impacté
plus grand sur I'expression de Papl dans les IEC-6)Cdx2 arrivant a confluence et peu
différenciées comparativement a des IEC-6/Cdx2 induit a se différencier en présence
d’li’TG. Puisque d’anciens travaux du laboratoire ont montré que I’expression de Papl est
induite lors de la différenciation des IEC-6/Cdx2, il est possible que cette augmentation de
I'expression de Papl dans ce contexte sont en partie dii au détachement de Fogl a Gata4.
Un modele sur la régulation de I’expression de Pap] par Gatad4, Cdx2 et Fogl a été élaboré

et se retrouve a la figure 19 de I'annexe.

Nos données démontrent que Gata4 participe a la régulation de I’expression du
peptide antimicrobien Papl durant la différenciation in cellulo. De plus, les résultats de la
micropuce a ADN réalisé sur des cellules IEC-6/Cdx2 avec un ARN interférent contre
Gata4 (Annexe, Tableau 8) montrent que I’expression d’une autre lectine de type C, soit
Pap3, est régulée par Gata4. Une analyse des promoteurs de ces deux genes révele une
structure tres similaire (Figure 20). D’ailleurs, il est suggéré que les génes appartenant a la

famille des Pap/Reg proviennent d’un geéne ancestral commun (ABE et al., 2000).

Puisque le promoteur de Papl est trés similaire a celui de I"’homologue murin Regf3
(Figure 20), nous pensons que Gatad serait impliqué dans la régulation de Regf chez la
souris. Par contre, Battle er al. (2008) n’ont identifié ni Reg3f (Pupl), ni Reg3y (Pap3)
comme cibles transcriptionnelles potentielles de Gata4 chez des souris invalidées pour
Gata4. Cependant, Reg3f n’est pas exprimé en condition normale, mais est induit suivant
un stress inflammatoire ou bactérien. 1l est donc possible que Gata4 participe a I’expression

de ce peptide antimicrobien dans des conditions inflammatoires.

Cette micropuce a par contre identifiée deux cibles de la famille des Pap/Reg, soit Regl et
Reg3a. Puisque les six membres de la famille des Reg (Regl, Reg2, Reg3o/p/o/y) se

retrouvent dans la méme région de 75 kb du chromosome 6¢ chez la souris et que I'analyse



68

des promoteurs prédit plusieurs sites Gata et Cdx2, il est fort possible que les facteurs de
transcription Cdx2 et Gatad ainsi que le corépresseur Fogl participent a la régulation de

cette famille de genes (ABE et al., 2000).

]

2. Gatad régule des génes encodant des molécules de jonction in vivo.

Le facteur de transcription Gata4 est exprimé durant la différenciation des cellules
épithéliales intestinales, et contrOle 1’expression de plusieurs enzymes, dont la sucrase-
isomaltase. Quelques études ont démontré que Gata4 participe aussi a la régulation de

geénes encodant des molécules de jonction.

En effet, la surexpression du facteur de transcription Gata4 dans les cellules Caco-
2/15 induit positivement Clau-2 (ESCAFFIT et al., 2005). De plus, la surexpression de
Gatad, avec Cdx2 et Hnflo, dans les cellules HIEC, contrdle I’expression de molécules de
jonction, dont Clau-11 et ZO-2 (BENOIT et al., 2010). Puisque Gata4 semblait impliqué
dans la régulation de I’expression de molécules de jonction in cellulo, nous avons €mis
I’hypotheése que Gatad pourrait réguler I’expression de molécules de jonction in vivo. Nous
avons vérifié par PCR quantitatif I’expression de plusieurs molécules de jonction au niveau
du jéjunum de souris invalidées pour Gara4. Les deux molécules de jonction dont
I’expression est la plus modulée en 1’absence de Gata4 sont Clau-2 et Clau-8. Des
immunobuvardages ont confirmé que I’augmentation de I’ARNm de Clau-2 corréle avec
une forte induction des niveaux protéiques. De plus, des immunofluorescences indirectes
montrent que les deux Claudines sont localisées au complexe apical de jonction, ce qui

suggere qu’elles participent au contrdle de la perméabilité des jonctions serrées.

L’augmentation de Clau-2 que nous observons in vivo en I’absence de Gata4, est
contraire aux résultats d’Escaffit et al. (2005) qui suggérent que Gata4 est un régulateur
positif de Clau-2 in cellulo. Ces différences pourraient s’expliquer par 1’utilisation d’un
modele cellulaire de carcinome de colon dépourvu de P’expression de Gata4. De plus,
malgré ’expression de Cdx2 et HNF1a dans les cellules Caco-2/15, on ne sait pas si le
corépresseur Fogl est exprimé. Nous pouvons spéculer que ’activit€é de Fogl n’est pas

élevée dans les cellules Caco-2/15 alors qu’in vivo, Gata4 et Fogl sont coexprimés dans le
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jéjunum. Il est donc possible que Gata4 ne peut agir comme répresseur dans ce modele

cellulaire lorsque surexprimé si Fogl n’est pas exprimé.

L’expression d’autres molécules de jonction est modulée dans notre modéle animal.
Puisque leur niveau protéique et leur localisatioh n’ont pas été€ évalués dans le cadre de ce
mémoire, nous ne pouvons pas affirmer que la faible variation en ARNm telle que détectée
en PCR quantitatif se refléte par un changement au niveau de la protéine. De plus, la faible
variation observée dans leur expression n’est peut-étre pas un effet transcriptionnel
directement causé par la perte de Gatad4. Cependant, ’analyse des promoteurs de ces
molécules de jonctions permet de prédire la présence de plusieurs sites Gata. Dans le cas
d’E-Cad, Benoit er al. (2008) ont suggéré que Gatad agit comme répresseur
transcriptionnel, du moins dans le contexte de la lignée cellulaire HIEC surexprimant Cdx2

et Hnflo.

-

Le facteur de transcription Gata4 pourrait jouer un rSle de répresseur transcriptionnel
important pour le maintien de I’homéostasie en contr6lant I’expression de genes dont les
produits forment les jonctions serrées et adhérentes. Il est tentant de spéculer que le
corépresseur Fogl pourrait aussi &tre impliqué dans le contrdle de la composition des
jonctions cellulaires par I’interaction avec le facteur de transcription Gata4. Cette étude est
la premiére a suggérer un role du corépresseur Fogl dans le contrfle de ’expression de
molécules de jonctions. Le modele développé pour le contrble transcriptionnel de
I’expression du peptide antimicrobien Papl in cellulo pourrait donc s’appliquer pour le

contrdle de I’expression de plusieurs molécules de jonction in vivo.

3. La perte du facteur de Gata4 modifie la perméabilité transépithéliale.
Plusieurs évidences démontrent un role important la famille des Claudines dans le
contrle de la perméabilité transépithéliale. En effet, la surexpression des Claudines
augmente 1’étanchéité des jonctions dans plusieurs modeles cellulaires (LAL-NAG et
MORIN, 2009; VAN ITALLIE et ANDERSON, 2006). Par contre, Clau-2 joue un rdle
différent puisqu’elle est impliquée dans 1’augmentation de la perméabilité au niveau des

jonctions serrées (AMASHEH et al., 2002). Puisque Clau-2 est fortement induite dans nos
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animaux invalidés pour Gata4, nous avons émis I’hypothése que la perméabilité

transépithéliale serait augmentée.

En accord avec le profil d’expression de Clau-2, I’aspect des jonctions au microscope
électronique a révélé que certaines régions du jéjunum des souris invalidées pour Gata4
possedent des jonctions serrées et adhérentes moins délimitées. Par contre, d’autres régions
semblent étre moins affectées, avec un aspect normal des jonctions. Nous avons par la suite
quantifi€ la perméabilité transépithéliale avec une solution de FITC-dextran. Le dextran de
4kD ne traverse que trés peu la barriére épithéliale intestinale chez les souris de type
sauvage (FURUTA et al., 2001; PETERSON et al., 2010). Dans nos expériences, nous
avons observé une augmentation des quantités de FITC-dextran dans le sérum des souris
invalidées pour Gata4 comparativement aux souris contrdles suggérant donc que les
changements observés dans la composition des jonctions serrées diminuent la capacité a
sceller efficacement la voie paracellulaire et a bloquer le passage des macromolécules. Les
deux molécules de jonction dont I’expression est la plus modulée en absence de Gata4 sont
Clau-2 et Clau-8. Clau-8 scelle I’espace intermembranaire (JEANSONNE et al., 2003). 1l
est possible que Clau-2, par son induction chez les animaux invalidés pour Gata4, pourrait
étre en partie responsable de I’augmentation de la perméabilité transépithéliale, malgré
I’expression de Clau-8. L’augmentation de Clau-8 permet possiblement de limiter
I’augmentation de la perméabilité induite par Clau-2. L’augmentation des niveaux de Clau-
8 pourrait étre un mécanisme de compensation afin de limiter I’effet de la perte de Gata4
sur la perméabilité transépithéliale. Il demeure possible que d'autres molécules de jonctions,
dont I’expression n’a pas €été évaluée, soient modulées en I’absence de Gata4, contribuant

ainsi a I’augmentation de la perméabilité transépithéliale.

II est aussi possible que d’autres causes contribuent au passage accru du FITC-
dextran chez les souris invalidées pour Gata4, notamment des bréches dans 1I’épithélium
des souris mutantes, formées suite au détachement de cellules épithéliales par apoptose ou
par un stress physique, comme un contact entre les cellules épithéliales et le bol
alimentaire. Le nombre de cellules épithéliales en apoptose reste a €tre mesuré chez nos
animaux. Un lien entre Gata4 et le contrdle de I’apoptose a €té révélé chez les

cardiomyocytes puisque Gatad4 est un régulateur positif de Bcl2, un géne jouant un réle
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important dans la survie cellulaire (KOBAYASHI et al., 2006). De plus, I’expression de
I’homologue Bcl-2 pro-apoptotique Bid est augmentée chez les souris invalidées pour
Gata4 dans les cellules épithéliales intestinales (BATTLE er al., 2008). Les cellules
épithéliales des souris invalidées pour Gata4 pourraient €tre plus sensibles a I’apoptose,

menant ainsi a la formation de bréches au niveau de I’épithélium.

Une bréche dans 1’épithélium doit étre refermée rapidement pour empécher le passage
des microorganismes présents dans la lumiére intestinale, par un mécanisme de restitution
épithéliale. Nous avons observé une diminution de la migration cellulaire dans les souris
mutantes, qui correle avec une augmentation de ’expression de E-Cad (HERMISTON ez
al., 1996). Gata4 pourrait donc influer sur la perméabilité épithéliale en contrdlant la

migration épithéliale, et la capacité de refermer les blessures au niveau de I’épithélium.

4. La perte de Gatad facilite le passage de Salmonella Typhimurium chez les
souris femelles.

Puisque nous avons observé une augmentation de la perméabilité cellulaire, nous
avons voulu déterminer si le passage de bactéries de la lumiére intestinale vers la
circulation sanguine et les organes périphériques était facilité chez les souris invalidées
pour Gata4. Nous avons quantifi€ S. fyphimurium au niveau de la rate et du foie.
Etonnamment, nous observons une tendance 2 la hausse du nombre de bactéries présentes
dans la rate et le foie des souris femelles invalidées pour Gata4 alors qu’aucune tendance
n’est présente chez les souris mailes, méme si on observe une augmentation de la
perméabilité au FITC-dextran. Comme le dextran est plus petit qu’une bactérie, il est
possible que les changements dans la composition des jonctions serrées et adhérentes
favorisent le passage de petites molécules seulement, et non de bactéries. Cependant, en

raison du nombre limité d’animaux madles, il faudra confirmer ce résultat.

Au contraire des souris mailes, les souris femelles montrent une perméabilité accrue a
S. typhimurium, méme si I’augmentation d’expression de Clau-2 et de la perméabilité au

dextran sont semblables chez les souris males et femelles. L’augmentation du passage de S.
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typhimurium chez les souris femelles pourrait étre causée par une réponse inflammatoire

plus forte chez les souris femelles que chez les souris méles, en I’absence de Gata4.

1l est aussi possible que le réle transcriptionnel de Gatad4 est influencé par des
récepteurs hormonaux. Certaines hormones présentes a de plus hauts niveaux chez les
femelles, comme les cestrogénes, jouent des rdles importants dans la régulation des
processus inflammatoires autant in vitro qu’in vivo (BOUMAN et al., 2001; JILKA et al.,
1992; SPEYER et al., 2005). L’IL-1p, I’'IL-6 et le TNF-a sont des exemples de cytokines
dont I’expression est régulée négativement par les cestrogenes. Dans des ostéoblastes,
Gata4 participe a la régulation des geénes cibles des cestrogenes en facilitant le recrutement
du récepteur aux cestrogenes alpha (ERot) (MIRANDA-CARBONI et al., 2011). En effet,
Gata4 recrute des histones méthyltransferases qui entrainent la diméthylation de la lysine 4
de I'histone H3 (H3K4me2), ce qui permet le recrutement subséquent d’ERa a ses
éléments de réponse. Au niveau intestinal, les deux récepteurs d’ERo et ERp, qui ont une
structure moléculaire semblable et lient le méme élément de réponse (KUMAR et al.,
2011), sont présents. Par contre, ERP est I’isoforme majoritairement exprimé au niveau des
cellules épithéliales (CAMPBELL-THOMPSON et al., 2001; KONSTANTINOPOULOS
et al., 2003). 11 est donc possible que Gata4 peut aussi recruter ERB au promoteur de ses
geénes cibles. Puisque la régulation par les cestrogénes est plus active chez les femelles et
que Gata4 participe a la régulation des génes cibles des cestrogenes, il est possible que la

perte de Gata4 ait une incidence plus grande chez les femelles que chez les maéles.

Le passage accru de S. typhimurium pourrait étre aussi attribuable en partie 2 une
baisse de I’expression de peptides antimicrobiens comme Papl. En effet, le passage de S.
typhimurium est aussi augmenté chez des souris invalidées pour Papl (VAN AMPTING et
al., 2012). Nous avons d’ailleurs démontré que ce peptide antimicrobien est contr6lé par
Gata4 in cellulo. Puisque Gata4 est exprimé dans les cellules de Paneth, il est fort possible
qu’il régule I’expression de Papl in vivo (BEULING et al., 2008). Par contre, lorsque ’on
analyse les résultats de la micropuce a ADN réalisée chez les animaux invalidés pour
Gata4, Papl n’est pas modulé. La perte de Gata4 n’affecterait donc pas I’expression de
Papl en conditions non stimulées, mais pourrait entrainer une régulation en conditions

inflammatoires.
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5. Le systeme immunitaire est légerement affecté par la perte de Gata4 a long
terme.

Nous avons déterminé I’expression relative de plusieurs génes reli€s au systéme
immunitaire, afin de vérifier si le systéme immunitaire était activé chez les souris femelles
dépourvues de Gata4 dans I’épithélium intestinal. Parmi les 27 génes analysés, seul le géne
ICAM-1 est modulé significativement chez les femelles invalidées pour Gata4.
L’expression d’ICAM-1 est induite par des signaux inflammatoires dans les cellules
intestinales épithéliales, notamment par la cytokine pro-inflammatoire TNF-o. (JOBIN et
al., 1998). Chez les animaux invalidés pour Gata4, nous observons une augmentation non
significative de I’expression du TNF-o chez les souris femelles invalidées pour Gata4. 1l
est possible que I’augmentation des niveaux de TNF-a puisse expliquer I’augmentation de
P’expression d’ICAM-1. En plus d’ICAM-1, d’autres génes montrent une tendance a la
hausse au niveau de leur expression, notamment Cx3Crl, un récepteur transmembranaire
pour la fractalkine (chimiokine) retrouvé a la surface des macrophages et des cellules
dendri.tiques, I’IL-23r, le récepteur a l’interleukine 23 qui induit la différenciation des
lymphocytes T Cd4+ en cellules T de type 17 (Th17) une fois activé, Cd69, un récepteur
transmembranaire présent a la surface des lymphocytes T Cd4+ en différenciation. Ces

augmentations au niveau de ’expression restent a confirmer statistiquement.

Les changements dans ’expression de quelques geénes de la réponse inflammatoire
chez les souris invalidées pour Gata4 suggerent que la perte de Gara4 a long terme
n’entraine pas une suractivation du syst¢me immunitaire, malgré les défauts dans la barriere
épithéliale intestinale. 1l est probable que la microflore présente chez ses animaux entre un
peu plus souvent en contact avec les cellules immunitaires sans nécessairement enclencher
une réponse inflammatoire forte et prolongée. M&me si nous ne pouvons pas affirmer avec
certitude que la population de cellules immunitaires est différente entre les animaux
contrbles et mutants, il est probable que I’inactivation de Gata4 dans le jéjunum des souris
invalidées pour Gata4 altere le recrutement des lymphocytes puisque I’expression de trois

genes exprimés par les lymphocytes T est augmentée.

Plusieurs études ont démontré que I’augmentation de la perméabilité intestinale n’est

généralement pas suffisante pour entrainer une activation du systéme immunitaire et
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I’établissement d’un état inflammatoire chronique chez la souris (GARRETT et al., 2010;
LAUKOETTER et al., 2008; MARCHIANDO et al., 2010). La microflore chez les
animaux joue un réle important dans le déclenchement d’une réponse inflammatoire
(NELL et al.,, 2010). Comme nos animaux sont maintenus dans une unité de souris
transgéniques avec une présence négligeable de bactéries pathogenes, il est donc possible
que les bactéries présentes dans cet environnement ne soient pas suffisantes pour activer le

systéme immunitaire malgré le passage accru a travers I’épithélium.
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Conclusion

La présente étude a permis de confirmer que le facteur de transcription Gata4 ainsi
que le corépresseur Fogl contrdlent 1I’expression des ARNm du peptide antimicrobien Papl
dans la lignée cellulaire IEC-6/Cdx2. Ce résultat démontre que Gata4 et Fogl sont
possiblement impliqués dans le contrle de la réponse inflammatoire des cellules

épithéliales intestinales.

Cette étude est aussi la premiére a rapporter un role pour Gata4 dans le maintien de
la barriere épithéliale intestinale in vivo en régulant I’expression de génes encodant des
molécules de jonction, notamment Clau-2, qui est fortement induit chez les animaux
dépourvus de Gatad4 dans 1’épithélium intestinal. La présence de Clau-2 au niveau des
jonctions serrées corréle avec une augmentation marquée de la perméabilité transcellulaire
au FITC-Dextran. Nous avons observé une tendance a la hausse du passage de §.
typhimurium a travers 1’épithélium suivant une infection orale chez les souris femelles
éeulement. L’effet du sexe sur le phénotype observé reste pour 1’instant a confirmer en
raison du petit nombre d’animaux utilisés dans le cadre de nos expériences. De plus, nous
ne pouvons exclure un changement dans la réponse inflammatoire pour expliquer le

passage accru de la bactérie.

Finalement, il est fort possible qu’in vivo, le facteur de transcription Gata4 joue un
double rble afin de limiter les contacts entre la microflore et les cellules immunitaires, soit
en limitant le passage des bactéries par la voie paracellulaire et en régulant I’expression de

genes impliqués dans la réponse inflammatoire comme Papl.
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Perspectives

Plusieurs aspects doivent étre complétés afin de confirmer le role du facteur de
transcription Gata4 dans la régulation de la perméabilité transépithéliale et de la réponse

inflammatoire des cellules €pithéliales intestinales.

Des immunobuvardages de type western ainsi que des immunofluorescences
indirectes devront étre effectués afin de valider si la modulation des ARNm de plusieurs
génes encodant des molécules de jonctions en 1’absence de Gatad affecte le niveau
protéique ainsi que la localisation. De plus, I’expression de plusieurs autres molécules de
jonctions demeure pour I’instant inconnue. Par exemple, plus d’une vingtaine de Claudines
sont répertori€es et nous avons analysé I’expression de cinq d’entre elles. Une approche par

PCR quantitatif ou par micropuce a ADN permettra de compléter cet aspect du travail.

Il serait aussi intéressant de confirmer que les genes encodant les molécules de
jonction comme Clau-2 sont directement régulés par Gatad. Il serait alors nécessaire

d’effectuer des EMSA, des essais luciférase et des immunoprécipitations de la chromatine.

Nos résultats semblent indiquer qu’il y a une différence dans la capacité a répondre a
un stress bactérien entre les souris miles et femelles invalidées pour Gata4. 1l sera alors
important dans un premier temps d’augmenter le nombre d’animaux dans les deux
catégories afin de confirmer ces résultats préliminaires. Il serait aussi nécessaire d’effectuer
des infections bactériennes avec d’autres souches que S. typhimurium SB103, car chaque
espeéce de bactéries possede un mode d’action différent pour envahir 1’hdte. Par exemple,
certaines especes d’'Helicobacter utilisent la voie paracellulaire pour infecter I’hote, au
contraire de S. ryphimurium. Ceci permettrait alors de valider la capacité des jonctions a

bloquer la voie paracellulaire aux bactéries.

De plus, afin de déterminer si le passage accru des bactéries a travers 1’épithélium est
dépendant d’une capacité altérée de réponse inflammatoire intestinale, il serait important
d’identifier le réseau de genes dépendants de Gata4 dans ce contexte. Puisque nous avons

vérifi€é I’expression de quelques marqueurs inflammatoires en conditions de base, il serait
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intéressant de mesurer I’expression de ces cibles suivant une infection bactérienne. Une
expérience pertinente serait de comparer les variations de I’expression des ARNm a grande
échelle en conditions d’infection bactériennes chez les souris contrdles et mutantes méles et
femelles. Concernant la liste de génes inflammatoires dont I’expression a été quantifiée,
peu de génes sont des marqueurs spécifiques d’un seul type cellulaire. Il serait intéressant
d’analyser I’expression de marqueurs plus spécifiques comme la MPO (neutrophiles) et
CD31 (macrophages) afin d’évaluer les variations possibles entre différentes populations de

cellules immunitaires.

Il serait aussi intéressant de mesurer I’expression de Papl suite aux infections
bactériennes dans les souris invalidées pour Gata4 puisque nous avons démontré que Gata4
peut participer la réponse inflammatoire des cellules épithéliales en régulant Papl in
cellulo. 1.’expression d'autres membres des lectines de type C, tel que Pap3, pourrait étre
aussi évaluée. En effet, une analyse du promoteur de Pap3 permet de prédire la présence
de plusieurs sites de liaison pour Gata4 et Cdx2 (Figure 20). Il en va de m€me pour les
équivalents murins Reg3p (Papl) et Reg3y (Pap3). Ceci laisse présager que les mécanismes
de régulation démontrés pour Papl pourraient s’appliquer a d’autres membres de cette

famille.
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Annexes

Figure 19. Modéle de régulation de I'expression de Pap1 par Gatad4, Cdx2 et Fogl.

Cdx2 seul (a) ou Gata4 seul (b) ne sont pas en mesure d’activer le promoteur de Papl. En
présence de Fogl, Gata4 et Cdx2 sont capables d’activer le promoteur de Papl, mais de
fagcon moins efficace comparativement & Gata4 et Cdx2 qui n’interagissent pas avec Fogl,

(d).
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Figure 20 Analyses du promoteur de génes encodant quelques lectines de type C chez
le rat et la souris.

Analyse des 1200 premieres paires de bases des promoteurs de Papl de rat (a), de Reg 33
de souris (b), de Pap3 de rat (c) et de Reg3y de souris (d), avec le logiciel Matinspector. Les
cercles verts représentent les sites Gata, les losanges orangés représentent les sites Cdx2 et
les rectangles vides représentent la boite TATA. Les fleches noires pointant vers le haut
représentent un site sur le brin positif de I’ADN alors que les fleches noires pointant vers le
bas représentent un site sur le brin négatif de I’ADN. Les fleches vertes représentent le site
-d’initiation de la transcription.
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Sa08
Pancreatitis-associated protein | (PAP1)

Pancreatitis-associated protein il (PAPIR)

Ghutathione peroxydase 2 (GPX2)

INK inhibltory Kinase (#K)

Guanine nucieotide binding protein 12 (Gng12)

FH1/FH2 domaim~containing protein Formin homologue

RAB3A interacting protein (Rabin 3)

Predicted similar to LUIM cell antigen-Eke domains 1
GATA-4

Neural cell adhesion molecule 1 (NCAM])

Low density lipoprotein refated protein 6
Predicted F-box protein 28

Similar 1o RIKEN ¢cDNA 2010005013

Tableau 8. Micropuce a ADN réalisée a partir de cellules IEC-6/Cdx2 dans lesquelles
Pexpression de Gatad a été diminuée par interférence 2 PARN.

L’expression de Gata4 a été diminuée par interférence a ’ARN dans les cellules IEC-
6/Cdx2 puis celles-ci ont été traitées 48 h a I’IPTG. Une micropuce 2 ADN a ensuite été
réalisée sur ces échantillons. Papl et Pap3 ont ¢ét€ identifiées comme cible
transcriptionnelle de Gata4.
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