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LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION GATA-4 ET SON ROLE DANS LA 
REPONSE INFLAMMATOIRE INTESTINALE CHEZ LE RAT 

Presente par : Anthony Remillard 

Memoire presente a la Faculte de medecine et des sciences de la sante en vue de 

l'obtention du diplome de maitre es sciences, Departement d'anatomie et de biologie 

cellulaire, Faculte de medecine et des sciences de la sante, Universite de Sherbrooke, 

Sherbrooke, Quebec, Canada, J1H 5N4 

RESUME 

GATA-4 est un facteur de transcription essentiel dans la formation du tube 
cardiaque primitif. Dans l'intestin, GATA-4 joue un role dans le developpement et dans le 
maintien de l'identite jujeno-ileale. L'analyse par micropuce a ADN effectuee sur des 
cellules IEC-6 surexprimant GATA-4 suggere un role de GATA-4 dans la reponse 
inflammatoire et des etudes anterieures realisees au laboratoire ont permis de confirmer 
l'implication de GATA-4 dans la modulation de la reponse inflammatoire C/EBP-
dependante. L'objectif de mon projet etait de determiner si GATA-4 module la reponse 
inflammatoire par d'autres mecanismes que ceux deja decouverts au laboratoire et de 
generer des mutants de GATA-4 pour caracteriser l'implication de certains domaines et 
sites specifiques de GATA-4 dans la modulation de la reponse inflammatoire intestinale. 

Des cellules IEC-6 surexprimant GATA-4 ou des mutants de GATA-4 de fa?on 
stable, induites ou non a 1'IL-lp ont ete utilisees comme modele. L'activation des voies 
MAPK et Akt a ete verifiee par immunobuvardage de type Western. La liaison a l'ADN 
des facteurs de transcription AP-1, C/EBPs et NF-KB a ete verifiee par gel de retention. 
L'expression de certains genes de reponse inflammatoire a ete verifiee par RT-PCR. 
Finalement, des lignees cellulaires exprimant des mutants de GATA-4 ont ete 
partiellement caracterisees. 

Mes resultats montrent qu'une surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 traitees a 
l'IL-ip reduit la phosphorylation de p42/p44 et d'Akt. Les facteurs de transcription AP-1, 
C/EBP et NF-KB sont davantage recrutes a l'ADN. La nature de leurs complexes semble 
etre egalement affectee. Cette induction de liaison coincide avec une baisse d'expression 
des genes pro-inflammatoires CCL5 et iNOS. La caracterisation des mutants de GATA-4 
suggere que le premier doigt de zinc (216-240) pourrait moduler la morphologie cellulaire 
et que la region basique (294-336) pourrait contribuer a la vitesse de proliferation 
augmentee des cellules IEC-6 surexprimant GATA-4. 

En somme, mes resultats suggerent que GATA-4 pourrait participer a 
l'instauration d'une tolerance immunitaire prenant place lors de la differenciation 
enterocytaire. 

Mots cles : G A T A - 4 , epithelium intestinal, inflammation, NF-KB, IL-ip. ] 
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INTRODUCTION 

1. La cellule epitheliale intestinale comme modele d'etude 

1.1 Le tractus gastro-intestinal 

Le tractus gastro-intestinal est un regroupement d'organes qui assure l'ingestion de la 

nourriture, la digestion et 1'absorption des nutriments contenus dans le bol alimentaire, 

puis l'excretion des excedents sous forme de feces. L'intestin grele et le colon assurent un 

role de digestion et d'absorption. Le colon constitue la partie terminale de l'intestin, 11 est 

compose du caecum, du colon ascendant, du colon transverse, du colon descendant et du 

colon sigmoi'de. Ses principaux roles sont l'accumulation des feces, l'absorption d'eau, le 

maintien de l'equilibre hydrique et l'absorption de certains nutriments, comme la vitamine 

K. L'intestin grele, en amont du colon, est compose du duodenum, du jejunum, et de 

l'ileon. Ensemble, ils assurent la majeure partie de la fonction absorbante du tube digestif. 

1.2 Anatomie etphysiologie de l'intestin grele 

La paroi de l'intestin grele se compose de deux couches musculaires circulaire et 

longitudinale assurant la motilite intestinale et le peristaltisme, d'une couche de tissu 

conjonctif assurant le maintien de la structure intestinale, et d'une couche de cellules 

epitheliales qui joue deux roles primordiaux, soit absorber les nutriments et proteger le 

milieu interne des microorganismes contenus dans la lumiere intestinale. Le duodenum est 

rattache a l'estomac par le pylore. La progression du contenu gastrique vers le duodenum 

stimule la relache des sues pancreatiques contenant plusieurs enzymes digestives, telles 

que la trypsinogene et la chymotrypsinogene, les elastases et les carboxypeptidases, 

responsables de la digestion des nutriments. Le duodenum participe egalement au controle 

de la vitesse de vidange de l'estomac (BELL et MOSTAGHNI, 1975). Le jejunum est 

replie dans l'abdomen et rattache par le tissu conjonctif, ou mesentere lui conferant une 

bonne motilite. Son role est essentiellement d'absorber les nutriments et ce par divers 

moyens comme la diffusion, le transport passif ou actif. L'ileon joue egalement un role 

d'absorption. Les plaques de Peyer s'y retrouvent en grande quantite. Elles constituent des 

regions ou l'epithelium intestinal est moins etanche vis-a-vis du contenu de la lumiere 

intestinale et sous lesquelles se retrouvent des regroupements de tissus lymphoi'des et de 
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cellules lymphocytaires immatures. Ces structures permettent. un contact plus frequent 

entre les antigenes de la lumiere intestinale et les precurseurs lymphocytaires, favorisant 

ainsi leur maturation (ARTIS, 2008). La paroi interne de l'intestin grele est organisee sous 

forme de cryptes et de villosites. De plus, le cote apical des cellules epitheliales 

intestinales est compose de micro villosites. La presence de villosites et microvillosites 

augmente de 500 fois la surface de contact entre les cellules epitheliales et le bol 

alimentaire, maximisant ainsi I'efficacite d'absorption. 

1.3 La cellule epitheliale intestinale 

Les cellules epitheliales intestinales tapissent Pinterieur de l'intestin et sont en contact 

avec le contenu de la lumiere intestinale. Les cellules souches, situees a la base des 

cryptes intestinales, assurent a tous les quatre ou cinq jours le renouvellement de 

1'epithelium intestinal (VAN DER FLIER et CLEVERS, 2009). Le maintien de 

l'equilibre entre la proliferation et la differentiation des cellules epitheliales intestinales 

s'effectue entre autre grace a l'activation regulee des voies Wnt/p-catenine/TCF/LEF 

(voie pro-proliferation) et BMP/Smads (voie pro-differenciation) (VAN DER FLIER et 

CLEVERS, 2009). Quatre types cellulaires differencies composent l'epithelium intestinal. 

Les cellules de Paneth, retrouvees a la base des cryptes, jouent un role dans la defense 

antimicrobienne. Les cellules a mucus sont responsables de la production et de la 

secretion du mucus recouvrant la surface interne de l'intestin. Les cellules 

enteroendocrines synthetisent et secretent des hormones telles que la serotonine, la 

somatostatine et la cholecytokinine. Finalement, les cellules absorbantes, constituant la 

majorite de l'epithelium, assurent l'absorption des nutriments. La voie de signalisation 

Notch joue un role important dans l'etablissement de la destinee cellulaire des cellules 

epitheliales. Son activation conduit a l'expression du facteur de transcription Hesl qui a 

son tour reprime l'expression du facteur de transcription Mathl (JENSEN et al., 2000). 

Des souris Hesl"'" meurent a l'etat embryonnaire, mais leurs intestins montrent un nombre 

accru de cellules de Paneth, de cellules enteroendocrines et de cellules a mucus au 

detriment du nombre de cellules enterocytaires, suggerant que I'activite Mathl favorise 

l'apparition de cellules secretrices au detriment de cellules absorbantes (SUZUKI et al., 

/ 2005 ; JENSEN et al., 2000). Au contraire, dies souris mutantes pour Mathl possedent un 

epithelium uniquement constitue d'enterocytes (YANG et al., 2001). 

13 



2. L'inflammation intestinale 

2.1 La flore microbienne normale 

Cent trillions (1014) de bacteries de plus de 500 souches differentes resident dans l'intestin 

humain adulte, soit environ dix fois plus que le nombre total de cellules eucaryotes qui 

composent 1'organisme humain entier (GUARNER et MALAGELADA, 2003 ; SEARS, 

2005). Ces bacteries colonisent l'intestin en nombre croissant le long de l'axe proximo-

distal, atteignant sa plus grande densite dans le colon (de 1011 a 1012 bacteries par gramme 

de contenu luminal) (GUARNER et MALAGELADA, 2003). L'incroyable complexity de 

cette flore demeure encore aujourd'hui tres mal comprise. Bien qu'il soit possible de 

survivre sans flore intestinale (STEINHOFF, 2005), les benefices apportes par sa presence 

sont bien connus : stimulation du systeme immunitaire et instauration de la tolerance, 

protection contre les bris epitheliaux, regulation de l'absorption des nutriments et 

competition avec les bacteries etrangeres. L'homeostasie intestinale est controlee par 

d'innombrables facteurs. De plus, elle est constamment mise a l'epreuve par la presence 

de microorganismes, pathogenes ou non, presents dans la lumiere intestinale. La 

regulation de la reponse inflammatoire intestinale est done essentielle afin de permettre a 

l'epithelium d'assurer en permanence ses deux roles : absorber les nutriments et proteger 

1'organisme contre le contenu du bol alimentaire. 

2.2 La reponse inflammatoire 

L'inflammation est un processus important et necessaire au bon maintien de l'integrite des 

tissus. Plusieurs stimuli peuvent enclencher une reponse inflammatoire: un choc 

osmotique ou thermique, la detection de microorganismes ou encore une exposition aux 

rayons UV. Dans le cas de l'epithelium intestinal, la reponse inflammatoire est le plus 

souvent induite par la detection de certains microorganismes dans la lumiere intestinale, 

un evenement qui survient regulierement malgre les nombreux dispositifs utilises par 

l'epithelium pour contrer l'infection (Figure 1). Ces microorganismes sont tout d'abord 

detectes via les «pattern recognition receptors» (PRRs) regroupant les «toll-like 

receptors» (TLRs), la Dectine-1, les membres de la famille «nucleotide- binding 

oligomerization domain'containing (Nod)-like receptor » (NLR), Nodi et Nod2,jainsi que 

les membres de la famille « retinoic acid-inducible gene I (RIG-I)-like helicases » (RLHs) 

(PALM et MEDZHITOV, 2009). Ces recepteurs peuvent lier des patrons moleculaires 

14 



Figure 1 : La barriere epitheliale 

Afin d'assurer son role de barriere, l'epithelium utilise differents moyens physiques et 

biologiques tels que la presence d'extensions de microvillosites riches en actine (a) et de 

jonctions serrees du cote apical (b), la synthese et secretion de sucres composant le 

glycocalyx a la surface des cellules (c) et la production de differents peptides 

antimicrobiens (d). Les cellules M specialises disposees au-dessus des plaques de Peyer 

permettent une interaction controlee entre les antigenes presents dans la lumiere 

intestinale et les tissus lymphoi'des retrouves dans les plaques de Peyer, afin de maintenir 

une certaine activation de base du systeme immunitaire. 

Adapte de ARTIS, 2008. 
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conserves et uniques aux microorganismes, comme des sucres ou des proteines des parois 

bacteriennes, les lipopolysaccharides (LPS), la flagelline ou encore TARN double brin 

(ESSAKALLI et al., 2009 ; TURVEY et HAWN, 2006; HARRIS et al., 2006). La 

detection de tels ligands conduit a l'activation de differentes voies de signalisation comme 

la voie du « nuclear-factor-kappa B » (NF-KB), la voie des « mitogen-activated protein 

kinases » (MAPK) et la voie des « interferon regulatory factors » (IRFs) (ESSAKALLI et 

al, 2009). L'expression de differents genes cibles, principalement des chimiokines 

(CCL5, CXCL10, CXCL2, CCL2), cytokines (IL-1, IL-6, IL-12, TNFa), corecepteurs 

(CD80, CD83) et autres molecules pro-inflammatoires (iNOS), est alors induite 

(ESSAKALLI et al., 2009). Les cytokines et chimiokines secretees induisent le 

recrutement et l'activation de monocytes, macrophages et phagocytes au site 

d'inflammation. Au cours du processus de differentiation enterocytaire, les cellules 

epitheliales intestinales migrent de la crypte vers les villosites. Ce faisant, elles sont 

davantage exposees au contenu de la lumiere intestinale. Pour eviter l'instauration d'une 

reponse inflammatoire persistante, un processus de tolerance est enclenchee en meme 

temps que la differentiation et au cours de laquelle differents evenements sont observes. 

Par exemple, les recepteurs TLR-2 et TLR-4 exprimes a la membrane du cote apical par 

les cellules indifferenciees de la crypte, sont relocalises dans l'appareil de Golgi ou du 

cote basolateral afin de limiter leur exposition au contenu luminal (HORNEF et al., 2003). 

L'expression de Tollip, une proteine inhibitrice de la voie de signalisation des TLRs est 

egalement augmentee au cours de la differentiation enterocytaire (HARRIS et al., 2006). 

Une coordination d'action entre le systeme immunitaire inne et adaptatif s'effectue tout au 

long du processus inflammatoire. L'arret de la reponse est induite en partie par l'absence 

de stimuli, mais surtout grace a 1'induction de signaux cellulaires specifiques et a 

l'expression de mediateurs anti-inflammatoires lipidiques telles les resolvines et 

protectines, derivant de l'omega-3 et -6, ainsi que les lipoxines, derivees de l'acide 

arachidonique. Ces molecules peuvent accomplir plusieurs actions anti-inflammatoires 

telles que la reduction du recrutement de leucocytes, de l'expression de cytokines et de la 

synthese de derives reactifs de l'oxygene. (ARIEL et SERHAN, 2007 ; WEYLANDT et 

al., 2007). Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin telles que la maladie de 

Crohn et la colitejulcereuse surviennent lorsque la reponse inflammatoW intestinale est 

activee de fagon chronique. Ces maladies sont d'origines genetique, immunitaire et 

environnementale. Leur histopathologic demeure encore mal comprise. 
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2.3 La voie IL-lfi 

L'IL-ip est une cytokine produite par plusieurs types cellulaires en reponse a differents 

stimuli. Cette cytokine est impliquee dans la perception de la douleur, dans l'induction et 

l'orchestration de la reponse inflammatoire et joue egalement un role dans les reactions 

auto-immunitaires (REN et TORRES, 2009). L' lL-la et l'IL-ip lient le recepteur de 

1'interleukine de type 1 (IL-1RI), ce qui provoque le recrutement de 1' «IL-1 receptor 

accessory protein » (IL-lRAcP), un co-recepteur important pour la transduction de signal. 

Differentes proteines adaptatrices telles que MyD88 et Tollip sont ensuite recrutees a la 

membrane. Les kinases de la famille des IRAKs dont IRAK-1, IRAK-2, IRAK-M et 

IRAK-4 sont ensuite activees. IRAK-1 phosphorylee se lie a TRAF6 et ensemble, se 

detachent du complexe membranaire pour induire la phosphorylation et 1'activation du 

complexe TAK1/TAB1/TAB2 au cytosol (BRIKOS et al., 2007). Ce dernier mene 

ultimement a l'activation du facteur de transcription NF-KB, ainsi que des MAPK p38, 

Jnk et p42/p44, engendrant la transcription ou la repression de plusieurs genes cibles 

(BRIKOS et al., 2007). Les differents acteurs de la reponse inflammatoire etudies lors de 

mon projet de maitrise sont detailles dans les sections suivantes. 

2.4 NF-KB 

Le facteur de transcription NF-KB a ete decouvert en 1986 comme etant une proteine 

capable de lier le site KB, une sequence de 11 paires de bases retrouvee au promoteur des 

chaines 16geres d'immunoglobulines des lymphocytes B (S INGH et al., 1986; 

T E R G A O N K A R , 2006). Depuis ce temps, les recherches sur NF-KB ont 

considerablement augmente, sachant maintenant que ce facteur est primordial dans le 

controle de Pimmunite innee et adaptative, dans le developpement et la differentiation de 

plusieurs types cellulaires (lymphocytes T et B, cellules NK, etc...), dans la maturation 

des tissus lympho'fdes, dans la survie cellulaire et dans l'apoptose, le tout dependant du 

type cellulaire, du contexte dans lequel il est exprime et du mode de regulation qui lui est 

associe ( V A L L A B H A P U R A P U et K A R I N , 2009 ; S H E N et T E R G A O N K A R , 2009). La 

famille NF-KB compte cinq membres : RelA (aussi appele p65), c-Rel, RelB, NF-KB 1 

/ (p50 et son precurseur pi05) et NF-KB2 (p52 et son precurseur pi00). Tous les membres 

de la famille ont en commun la presence d'un « Rel homology domain » (RHD) en N-

terminal, important pour l'homo- ou l'heterodimerisation, pour la liaison a I ' A D N et pour 
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l'association aux membres de la famille IKBS. RelA,c-Rel et RelB possedent un domaine 

de transactivation (TAD) en C-terminal, comparativement a p50 et p52 (HAYDEN et 

GHOSH, 2008). En absence de stimulus, les dimeres NF-KB sont lies aux proteines 

inhibitrices IKBS. IKBCI, lorsque lie a l'heterodimere RelA/p50, bloque le signal de 

localisation nucleaire (SLN) de RelA, mais pas celui de p50. Le complexe trimerique est 

alors soumis a un trafic constant entre le noyau et le cytosol, mais la majorite des 

proteines se retrouvent au cytosol, compte tenu de la presence d'un signal d'export 

nucleaire (NES) puissant sur iKBa (HUANG et al., 2000 ; JOHNSON et al., 1999). 

Differentes voies de signalisation de NF-KB ont ete decrites (Figure 2). La voie canonique 

est la plus documentee et survient suite a une stimulation par la majorite des stimuli 

connus comme par exemple IL-1, TNF-a ou LPS. Cette voie passe par l'activation du 

complexe trimerique « IKB kinase » (IKK) forme des deux serine-threonine kinases IKKa 

et IKKP, et de la proteine non-enzymatique IKKy, aussi appelee « NF-KB essential 

modulator » (NEMO). IKKa et IKKp activees phosphorylent les IKBS, ce qui entraine leur 

ubiquitylation et leur degradation par le proteasome, permettant ainsi la liberation des 

dimeres NF-KB et leur translocation au noyau. La voie canonique fait surtout intervenir 

les heterodimeres RelA/p50 et c-Rel/p50 et est principalement impliquee dans la reponse 

immunitaire innee et la suppression de l'apoptose (VALLABHAPURAPU et KARIN, 

2009 ; SHEN et TERGAONKAR, 2009). La voie non-canonique est activee en reponse a 

certains membres de la famille du TNF tels que CD40L, « B cell-activating factor » 

(BAFF), « receptor activator of NF-KB ligand » (RANKL) et « TNF-related weak inducer 

of apoptosis » (TWEAK). Cette voie est caracterisee par le clivage du precurseur pi00 et 

fait intervenir l'heterodimere RelB/p52 (VALLABHAPURAPU et KARIN, 2009). Elle 

est principalement impliquee dans la reponse immunitaire et dans le developpement des 

organes lymphoi'des secondaires (SHEN et TERGAONKAR, 2009). Des voies atypiques 

ont egalement ete documentees. Un stress genotoxique induit la translocation de NEMO 

au noyau ou il est sumoyle puis ubiquityle, un processus dependant de la kinase « ataxia 

telangiectasia mutated » (ATM). Le complexe NEMO/ATM retourne ensuite au noyau et 

active IKKp (PERKINS, 2007). La voie atypique IKK-independante implique l'activation 

de la caseine kinase 2 (CK2) et des voies dependantes de tyrosines kinases pouvant 

j phosphoryler directement IicBa/et liberer les complexes NF-KB (PERKINS, 2007)./ 

Differentes modifications post-traductionnelles, incluant la phosphorylation et 

L'acetylation, peuvent moduler la liaison a l'ADN et I'activite transcriptionnelle de NF-KB 
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Figure 2 : Voies de signalisation de NF-KB 

La voie canonique fait intervenir le complexe proteique IKK, la phosphorylation et la 

degradation d'LKB puis la translocation du dimere NF-KB au noyau. La voie non-

canonique fait intervenir le complexe NIK, activant les sous-unites IKKa et IKKp qui 

conduisent au clivage de pi00 puis a la formation du dimere NF-KB RelB/p52. La voie 

atypique activee par des stress genotoxiques est caracterisee par la translocation d'lKKy 

(NEMO) au noyau ou il se lie a son partenaire ATM. IKKy est alors sumoyle, ubiquityle 

puis renvoye au cytosol pour activer le complexe IKK. La voie atypique IKK-

independante fait intervenir certaines tyrosine kinases (stress hypoxique) ou la caseine 

kinase 2 (CK2) (stress, UV, HER2/Neu) pouvant phosphoryler directement IxBa et liberer 

le dimere NF-KB. 

Adapte de PERKINS, 2007. 
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( V A L L A B H A P U R A P U et K A R I N , 2009). Une activation deficiente de la voie de 

signalisation de NF-KB peut conduire au cancer, au diabete et a l'atherosclerose 

( V A L L A B H A P U R A P U et K A R I N , 2009). 

2.5 AP-1 

«Activator protein-1 » (AP-1) constitue un terme general designant un facteur de 

transcription dimerique constitue de deux sous-unites appartenant aux families Jun (c-jun, 

junB, junD), Fos (c-fos, fra-l, fra-2) et « activating transcription factor » (ATF) (KARIN 

et al., 1997 ; VESELY et al., 2009). AP-1 est un facteur de transcription de type « basic 

leucine zipper» (bZIP) capable d'interagir avec d'autres families de facteur de 

transcription et est regule par plusieurs kinases en amont, faisant de lui un effecteur de 

plusieurs voies de signalisation implique dans une multitude de processus cellulaires dont 

la proliferation, la differentiation, la survie, l'apoptose, la reponse inflammatoire et la 

migration cellulaire (VESELY et al., 2009 ; MORIYAMA et al., 2008). AP-1 peut etre 

induit en reponse a plusieurs stimuli differents dont des interleukines et des facteurs de 

croissance. Une induction a l'IL-ip conduit a l'activation de la MAP kinase kinase 4 

(MKK4), ce qui active la MAPK Jnk qui a son tour active AP-1 (MORIYAMA et al., 

2008). Le facteur AP-1 lie une sequence consensus au promoteur de ses genes cibles pour 

les transactiver ou les reprimer, dependamment de la nature des deux sous-unites 

assemblies et de Penvironnement cellulaire (VESELY et al., 2009). 

2.6 C/EBPs 

Les C/EBPs sont exprimes dans une variete de tissus ou ils participent a plusieurs 

processus cellulaires comme la proliferation, la differentiation et l'apoptose (RAMJI et 

FOKA, 2002). Ils sont exprimes dans l'epithelium intestinal ou ils regulent l'expression 

de genes pro-inflammatoires comme l'haptoglobine (BOUDREAU et al., 1998; 

PELLETIER et al., 1998 ; GHEORGHIU et al., 2001) Cette famille de facteurs de 

transcription compte en tout six membres, C/EBPa, C/EBPp, C/EBPS, C/EBPs, C/EBPy 

et C/EBP^, nommes en fonction de la ehronologie de leur decouverte. Ils lient la sequence 

CCAAT presente au promoteur de leurs genes cibles (RAMJI et FOKA, 2002). Certaines 

isoformes des C/EBPs sont exprimees sous diverses formes. C/EBPa existe soiis les 

formes p30 et p42, C/EBPp, sous les formes LAP, LAP* et LIP, ce dernier etant un 

dominant negatif de C/EBPp. Ces derives sont generes par l'existence de codons 



d'initiation distincts (RAMJI et FOKA, 2002). Pour leur part, les formes p32, p30,p27 et 

pi4 de C/EBPe sont produits par epissage alternatif (RAMJI et FOKA, 2002). La 

structure des C/EBPs est conservee a environ 90% entre les differents membres. Elle est 

constitute d'une region « basic leucine zipper » (bZIP). La region basique est importante 

pour la liaison a l'ADN tandis que la region leucine zipper est importante pour la 

dimerisation. Des domaines d'activation et de regulation sont egalement presents en 

portion N-terminale, conferant des caracteristiques transcriptionnelles propres a chaque 

isoforme. Les differents membres C/EBPs peuvent former des homo- ou heterodimeres 

entre eux. Ils peuvent aussi interagir avec d'autres families de facteurs de transcription 

comme CREB/ATF et NF-KB, modulant ainsi leur liaison a l'ADN et leur pouvoir 

transcriptionnel (SCHREM et al., 2004). L'activite des C/EBPs est controlee par 

interactions proteiques et par modifications post-traductionnelles (RAMJI et FOKA, 

2002). La phosphorylation des C/EBPs par differentes kinases telles que la « glycogen 

synthase kinase 3 » (GSK-3), les MAPK, la PKC, la PKA ou la kinase Ca2+/calmoduline 

dependante, engendre une activation ou une repression de I'activite transcriptionnelle des 

C/EBPs (ROSS et al., 1999 ; ROSS et al., 2004 ; WEGNER et al., 1992 ; NAKAJIMA et 

al., 1993 ; TRAUTWEIN et al., 1993 ; ZHU et al., 2002). 

2.7 MAPK 

Les MAPK (Erkl/2, p38a/p/y/8, SAPK7Junk 1/2/3, Erk5) sont des serine/threonine kinases 

activees par phosphorylation par les « MAPK kinases » (MAPKK) qui elles sont activees 

par phosphorylation par les « MAPKK kinases » (MAPKKK) (Figure 3). La signalisation 

des MAPK est activee en reponse a d'innombrables stimuli: mitogenes, facteurs de 

croissances, cytokines, « G protein coupled receptor» (GPCR), stress osmosotiques, 

thermiques, UV, etc., pour ensuite transmettre le signal par phosphorylation vers plusieurs 

substrats differents : Tau, STMN1, MNK1/2, Elkl, NFAT-2, NFAT-4, c-Jun, ATF2, p53, 

Sapla, Gaddl53, Max, Mef2c, Nur77, et plusieurs autres, dont GATA-4. Les MAPK p38 

et Jnk sont activees en reponse a differents types de stimuli inflammatoires tels que l'IL-

ip. Pour sa part, p42/p44 est davantage connu pour son role dans la proliferation cellulaire 

(JOHNSON et LAPADAT, 2002) mais peut egalement etre impliquee dans la reponse 

inflammatoire (IMBE et al., 2008 ; VERHAEHGHE et al., 2 )̂07 ; IMBE et al., 2005). 

Regie generate, l'activation de la voie p42/p44 coincide avec un etat pro-inflammatoire 

(CHAUDHARY et al., 2009 ; CHEUNG et al., 2008). Chez l'humain, une stimulation de 
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Figure 3 : Cascade de signalisation des MAPK 

Les MAPKKKs sont activees par un stimulus en amont et phosphorylent puis activent les 

MAPKKs qui a leur tour phosphorylent puis activent les MAPK. Erkl/2 et Erk5 sont 

principalement impliques dans la proliferation cellulaire, p38 et Jnk sont davantage 

impliquees dans la reponse aux differents types de stress et a la reponse inflammatoire. 

Adapte de la figure originale sur www.cellsignal.com. 
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l'epithelium bronchique par la flagelline induit l'activation de la voie p42/p44, ce qui 

provoque une secretion accrue d'IL-8 (SHINKAI et al., 2007). Les MAPK sont souvent 

considerees comme un important point de controle de la signalisation intracellulaire 

representant un « carrefour » de signalisation. Compte tenu de leurs nombreux substrats, 

les MAPK sont impliquees dans plusieurs processus cellulaires dont la proliferation, la 

differentiation, l'apoptose, 1'inflammation et le developpement. 

2.8 Akt 

Akt, aussi appele PKB, est une serine/threonine kinase impliquee dans la survie cellulaire. 

Trois isoformes d'Akt ont ete repertoriees. Les isoformes 1 et 2 sont exprimees de fa?on 

ubiquitaire et accomplissent la majeure partie des roles anti- apoptotiques connus d'Akt. 

(TOKUNAGA et al., 2008). Akt-3 quant a lui, joue un role dans la biogenese 

mitochondriale (WRIGHT et al., 2008). La « phosphoinositide 3-kinase» (PI3K) 

phosphoryle le PIP2, un lipide present dans la membrane plasmatique, et genere le PIP3. 

Les « phosphoinositide-dependent kinases » (PDK)-l et-2 sont ensuite recrutees a la 

membrane puis phosphorylent et activent Akt. pAkt phosphoryle ensuite differents 

substrats dans le cytoplasme dont MDM2, p21, p27, GSK-3p, Askl, Rafl, TSC1/2, Bad, 

et autres. L'essentiel du role d'Akt est de prevenir l'apoptose et de promouvoir la survie 

cellulaire (ASSINDER et al., 2009). Akt peut egalement intervenir dans l'inflammation 

(KIDD et al., 2008 ; ZHANG et al., 2007 ; SCHABBAUER et al, 2004). Une activation 

de la voie PI3-K/Akt par l'insuline conduit a une diminution de la reponse inflammatoire 

LPS-dependante chez la souris (KIDD et al., 2008 ; SCHABBAUER et al., 2004) et une 

augmentation de la voie Akt contribue a diminuer Pinflammation resultant d'une ischemie 

hypoxique au cerveau (YIN et al., 2007). 

3. Le facteur de transcription GATA-4 

3.1 La famille des facteurs de transcription GATA 

La famille GATA est composee de six membres. Tous possedent deux doigts de zinc liant 

1/ADN sur le site consensus (A/T)GATA(A/G), mais aussi interagissant avec plusieurs 

cofacteurs proteiques pouvant reguler leur liaison a l'ADN et leur activite 

transcriptionnelle. Tous les membres GATA sont nucleaires en raison de leur site de 
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/localisation nucleaire (SLN) situe en C-terminal. Les six membres GATA sont classes en 

deux sous-families (Figure 4). GATA-1, -2 et -3 font partie de la sous-famille 

hematopoietique. Ils sont exprimes dans les cellules souches hematopoietiques et sont 

impliques dans leur maturation et leur differentiation terminate. GATA-1 est exprime 

dans les cellules erythroi'des, les megacaryocytes, mastocytes et eosinophiles. Des 

mutations dans GATA-1 ont ete associees a certaines pathologies, telles que la 

thrombocytopenic, le syndrome de Down et les leucemies aigues (NICHOLS et al., 2000 ; 

HARIGAE, 2006) GATA-2 est exprime dans les cellules progenitrices et les cellules 

souches hematopoietiques a des stades precoces (HARIGAE, 2006). GATA-2 est aussi 

implique dans la differentiation terminate des cellules gonadotropes et thyroidotropes 

(VIGER et al., 2008). Aucune mutation de GATA-2 n'a ete associee a des pathologies, 

mais des niveaux reduits d'ARNm et de proteines ont ete observes chez des patients 

atteints d'insuffisance medullaire (FUJIMAKI et al., 2001). GATA-3 est exprime dans les 

lymphocytes CD4+ et joue un role majeur dans leur differentiation et dans l'expression 

des sous-unites des recepteurs des cellules T (TCR) (BARNES, 2008). GATA-3 est aussi 

en partie responsable de l'induction de cytokines telles que l'IL-4, l'IL-5 et l'IL-13 par 

certaines cellules immunitaires, participant ainsi a la modulation de la reponse allergique 

et inflammatoire. L'IL-5 joue un role important dans la maturation des eosinophiles 

(BARNES, 2008). GATA-3 est mute dans certains cas d'hypoparathyroi'die (CHIU et al., 

2006) et des niveaux d'expression eleves de GATA-3 en association avec une elevation de 

l'ARNm d'IL-5 ont ete observes dans les voies respiratoires de patients asthmatiques 

(NAKAMURA et al., 1999). Les membres GATA-4, -5 et -6 sont exprimes dans 

differents tissus derives de Pendoderme et du mesoderme ou ils y jouent des roles 

primordiaux dans la regulation de l'expression de genes tissu-specifiques (MOLKENTIN, 

2000). GATA-5 est exprime au niveau du cosur ou il peut lier et activer certains genes 

cardiospecifiques (NEMER et al., 1999). Dans le tractus gastro-intestinal, GATA-5 est 

detecte presque exclusivement dans les cellules differenciees de la villosite. GATA-5, tout 

comme GATA-4 et GATA-6, peut induire l'expression du gene «intestinal fatty acid-

binding protein » (I-FABP), un marqueur de differentiation intestinale (VAN WERING et 

al., 2002). Dans des cellules COS-7 transferees, GATA-5 peut interagir physiquement 

avec HNFla et controler l'expression du gene de la lactase-phlorizin hydrolase (Lph) 

(VAN WERING et al., 2002). L'ARNm de GATA-5 est significativement augmente dans 

des cellules de cancer colorectal HT-29 traitees pendant deux heures au butyrate de 



Figure 4 : Les membres de la famille GATA 

Les membres GATA-1, -2 et -3 font partie du groupe hematopoietique et les membres 

GATA-4, -5 et -6 font partie du groupe cardiaque. Chaque membre de la famille possede 

2 doigts de zinc leur permettant de lier I'ADN, mais egalement differents cofacteurs 

proteiques. Tous les membres GATA sont nucleaires en raison.de la presence d'un SLN 

en C-terminal. 

Adapte de VIGER et al., 2004. 
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sodium (NaBu) dans le but de stimuler leur differentiation (GAO et al., 1998). Les 

auteurs de cette etude associent les messagers de GATA-4 et -5 a un etat differencie et 

celui de GATA-6 a un etat indifferencie puisque ce dernier est predominant dans les 

cellules progenitrices situees dans les cryptes (GAO et al., 1998). Finalement, GATA-6 

est exprime dans les testicules (KETOLA et al., 2003) et dans les ovaires (LAITINEN et 

al., 2000). GATA-6 et GATA-4 sont exprimes au niveau du myocarde ou les deux 

remplissent des fonctions distinctes, alors que GATA-5 est exprime au niveau de 

l'endocarde uniquement (CHARRON et NEMER, 1999). Dans le systeme gastro-

intestinal humain, GATA-6 est exprime tout le long de l'axe proximo-distal avec une 

presence davantage cryptale dans l'intestin distal (HAVERI et al., 2008). L'ARNm de 

GATA-6 possede une demi-vie plus longue dans des cellules ovariennes atteintes du 

syndrome d'ovaire polycystique (PCOS theca) comparativement aux cellules controles 

sans syndrome (theca), mais aucune mutation n'y est associee (HO et al., 2005). La perte 

de GATA-6 conduit a une augmentation de la proliferation et de la transformation des 

astrocytes de souris, ce qui lui confere une fonction de suppresseur de tumeur 

(KAMNASARAN et al., 2007). II existe une certaine redondance entre les differents 

membres de la famille GATA, mais aucun membre ne remplace totalement un autre. Par 

exemple, chez le poisson zebre, GATA-4 et GATA-6 ont des roles distincts lors du 

developpement cardiaque et du developpement hepatique secondaire, mais leurs roles 

semblent etre redondants lors de la morphogenese hepatique initiale (HOLTZINGER et 

EVANS, 2005). 

3.2 Expression de GATA-4 

GATA-4 a ete decouvert chez la souris en 1993 (ARCECI et al., 1993) et chez le xenope 

(KELLEY et al., 1993). Ce facteur a ete associe a la famille de facteurs de transcription 

GATA, dont seulement trois membres avaient ete caracterises a l'epoque : GATA-1, -2 et 

-3. Cette association a ete faite par homologie de sequence, notamment par la presence 

des deux doigts de zinc hautement conserves situes en milieu de sequence chez les 

membres GATA. GATA-4 a ete des lors considere comme un des marqueurs les plus 

precoces de la cardiogenese (KELLEY et al., 1993). Chez le xenope, l'ARNm de GATA-

4 est detecte tres tot pendant le developpement au niveau des ventricules et des oreilletteS, 

et plus tard dans les vaisseaux sanguins principaux (KELLEY et al., 1993). Chez le 

xenope adulte, l'ARNm de GATA-4 est detecte au niveau du coeur, du systeme gastro-
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intestinal entre autre dans Pepithelium gastrique, dans les gonades, ainsi que dans d'autres 

tissus derives de l'endoderme (KELLEY et al., 1993). En 2005, une etude portant sur un 

modele de poisson zebre invalide pour GATA-4 demontre un retard de formation pour 

l'intestin, le foie, le pancreas et la vessie (HOLTZINGER et EVANS, 2005). Chez la 

souris, l'ARNm de GATA-4 est detecte au coeur au jour embryonnaire E6,5. Des 

buvardages du type Northern ont permis de deceler la presence de l'ARNm de GATA-4 

dans le cceur, l'epithelium intestinal, les gonades et l'endoderme primitif (ARCECI et al., 

1993). Chez la souris, tout comme chez 1'humain, GATA-4 est exprime au noyau des 

cellules epitheliales dans l'intestin proximal et est indetectable au niveau de l'ileon distal 

et du colon (BOSSE et al, 2006). GATA-4 est fortement exprime dans les enterocytes 

differencies de la villosite et de plus en plus d'etudes confirment un certain niveau 

d'expression dans la crypte intestinale. (BOSSE et al., 2006 ; DIVINE et al., 2004 ; VAN 

WERING et al., 2004). 

3.3 Fonctions de GATA-4 

GATA-4 est davantage etudie pour son role crucial dans la cardiogenese. II participe au 

processus d'hypertrophie cardiaque (SAADANE et al., 1999) ainsi qu'au controle de la 

survie et de l'apoptose des cardiomyocytes (SUZUKI et al., 2004). GATA-4 module 

l'expression de plusieurs genes cardiaques importants, tels que la chaine lourde alpha de 

myosine (a-MHC) (MOLKENTIN et al., 1994), le peptide natriuretique auriculaire 

(ANP) aussi appele facteur natriuretique auriculaire (ANF) (KESSLER-ICEKSON et al., 

2002), le peptide cerebral natriuretique (BNP) (CHARRON et NEMER, 1999), la 

troponine cardiaque I (cTnl) (MURPHY et al., 1997 ; DI LISI et al., 1998) ainsi que la 

sous-unite alpha 1C du canal calcique voltage-dependant de type L (Cav1.2) (WANG et 

al., 2007). Une deletion de GATA-4 chez la souris entraine une letalite embryonnaire 

entre les jours E7.5 et E10.5 causee par une absence de migration des deux primordia 

promyocardiques lateraux formant le tube cardiaque primitif et par une mauvaise 

formation du tractus gastro-intestinal anterieur primitif s'etendant du dernier tiers de 

l'oesophage jusqu'au duodenum (MOLKENTIN et al., 1997 ; NARITA et al., 1997). De 

plus, les embryons se developpent partiellement a l'exterieur de la vesicule vitelline 

(MOLKENTIN et al., 1997). Chez 1'humain, plusieurs mutation^ de GATA-4 ont ete 

associees a diverses formes de cardiopathies congenitales (CHD). Parmi celles-ci, la 

communication inter-auriculaire (ASD) est l'une des plus frequentes et est causee par une 
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deletion de la base cytidine 1074 dans la sequence codante d'ARNm de GATA-4, causant 

un changement du cadre de lecture et entrainant 1'apparition d'un codon stop en position 

403, la proteine sauvage ayant 442 residus amines (OKUBO et al., 2004). Dans des 

cellules souches embryonnaires P19, une invalidation de GATA-4 mene a l'arret du 

processus de differentiation au stade de cardioblastes puis a l'induction de l'apoptose 

(GREPIN et al., 1997). Au contraire, une surexpression de GATA-4 dans les P19 conduit 

a une differentiation accrue et a une augmentation de pres de dix fois du nombre de 

cardiomyocytes differencies (GREPIN et al., 1997). Dans l'epithelium intestinal, GATA-

4 module certains genes specifiques comme I-FABP (GAO X. et al., 1998) et la mucine 2 

(MUC2) (VAN DER SLUIS et al., 2004). GATA-4 module plusieurs genes en agissant de 

concert avec d'autres facteurs de transcription retrouves dans l'epithelium intestinal. 

GATA-4 interagit avec Cdx2 et HNF-la afin de moduler I'expression de la sucrase 

isomaltase (SI), une proteine de la bordure en brosse (BOUDREAU et al, 2002). GATA-

4 interagit egalement avec HNF-la pour reguler I'expression de la Lph (VAN WERING 

et al., 2004) et de la «liver fatty acid-binding protein » (L-Fabp) (DIVINE J. K. et al, 

2004). II a ete demontre que GATA-4 pouvait interagir physiquement avec certaines 

proteines Smads de la voie du «transforming growth factor-beta» (TGF-P) pour 

transactiver les genes intestinaux comme l'« intestinal alkaline phosphatase » (lap) et I-

Fabp (BELAGULI et al., 2007). Chez la souris, une invalidation conditionnelle de 

GATA-4 dans l'intestin a permis de contourner la letalite cardiaque embryonnaire et ainsi 

de mieux comprendre le role de cette proteine dans l'intestin proximal. Les jejunums de 

ces souris mutantes subissent une transformation partielle vers un phenotype ileal 

caracterise par une augmentation d'expression de certains marqueurs ileaux, tels que 

l'« apical sodium dependent bile acid transporter» (Asbt) et l'« ileal lipid binding 

protein » (Ilbp), ainsi qu'une attenuation de I'expression de marqueurs jejunaux tels Lph 

et Fabpl (BEULING et al, 2008 ; BATTLE et al., 2008). De plus, le processus de 

differentiation enterocytaire est lui aussi mene vers un phenotype ileal. II est caracterise 

par une augmentation du messager de Mathl et de la density de cellules de Paneth ainsi 

qu'une diminution du nombre de cellules absorbantes (BEULING et al., 2008 ; BOSSE et 

al., 2006). GATA-4 joue done un role important dans le maintien de l'identite jejuno-

ileale. j 
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3.4 Structure de GATA-4 

La structure de GATA-4 est similaire a celle des autres membres GATA (Figure 5). Elle 

est composee de deux doigts de zinc situes en milieu de sequence entre les residus 216 et 

294. Ils servent a la liaison a l'ADN ainsi qu'aux interactions proteiques avec differents 

cofacteurs pouvant moduler son activite transcriptionnelle (REAMON-BUETTNER et 

BORLAK, 2005). Compte tenu de la grande homologie de sequence entre les membres 

GATA, certaines predictions sur les caracteristiques structurelles et fonctionnelles de 

GATA-4 sont basees sur les etudes effectuees sur GATA-1. II a ete demontre que le doigt 

de zinc C-terminal de GATA-1 et la region basique adjacente etaient essentiels et 

suffisants pour lier l'ADN. Le doigt de zinc N-terminal peut interagir avec certaines 

sequences d'ADN adjacentes ou avec certains cofacteurs proteiques pour potentialiser la 

liaison a l'ADN. Neanmoins, une deletion du doigt de zinc N-terminal n'affecte pas 

significativement la liaison a l'ADN (WEISS et al, 1997; TRAINOR et al., 1996; 

VISVADER et al., 1995 ; OMICHINSKI et al., 1993 ; YANG et EVANS, 1992). Le 

doigt de zinc N-terminal de GATA-4 interagit avec les membres de la famille « friends of 

GATA » (FOG), FOG-1 et FOG-2. Ceux-ci sont des partenaires importants des membres 

GATA et peuvent agir comme co-activateurs ou corepresseurs (VIGER et al., 2008). Des 

experiences in vitro ont demontre que FOG-1 et FOG-2 peuvent activer ou inhiber 

Paction de GATA-1 et de GATA-4 (SVENSSON et al., 1999). FOG-1 peut lier le doigt 

de zinc N-terminal de GATA-1 et influencer son action sur la differentiation terminale 

des cellules erythroi'des et des megacaryocytes (SVENSSON et al., 1999 ; TSANG et al., 

1997). FOG-2 est une proteine qui possede huit motifs a doigts de zinc. Elle est exprimee 

dans le coeur, les testicules et les tissus nerveux (LU et al., 1999 ; SVENSSON et al., 

1999). FOG-2 lie le doigt de zinc N-terminal de GATA-4 in vitro et in vivo et reprime 

l'expression de plusieurs genes cardiospecifiques (LU et al., 1999 ; SVENSSON et al., 

1999). La proteine mutante GATA-4 V217G est incapable de lier FOG-2. Chez la souris, 

cette mutation entraine une letalite embryonnaire entre les jours E12.5 et E15.5 et genere 

un phenotype semblable a celui retrouve chez les souris FOG7" (CRISPINO et al., 2001). 

FOG-2 peut egalement lier GATA-5 et -6 et moduler leur activite transcriptionnelle (LU 

et al., 1999; SVENSSON et al, 1999; TEVOSIAN et al, 1999). En plus d'etre 

important a la liaison a l'ADN, le doigt de zinc C-terminal de GATA-4 est impliqiie dans 

la liaison de nombreux cofacteurs proteiques dont p300 (TAKAYA et al., 2008 ; DAI et 

MARKHAM, 2001), Nkx2.5 (GARG et al, 2003; DUROCHER et al., 1997 ; 



Figure 5 : Structure de GATA-4 

GATA-4 est compose de deux doigts de zinc en milieu de sequence (ZF1 et ZF2), un SLN 

en C-terminal, des domaines de transactivation en N-terminal et C-terminal, des sites 

d'interactions proteiques avec differents cofacteurs dont les FOGs, Nkx2-5 ainsi que 

certains facteurs comportant une boite MADS. GATA-4 possede aussi une multitude de 

sites de phosphorylation par differentes kinases comme MAPK, Akt, Erkl/2, PKC et 

PKA, capables de phosphoryler GATA-4 et moduler son activite. 

Adapte de TEMSAH et NEMER, 2005. 
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SEPULVEDA et al., 1998 ; LEE et al, 1998), NFATc4 (MOLKENTIN et al., 1998), 

MEF-2, SRF (MORIN et al., 2000), STAT-1 (WANG et al., 2005), certains membres de 

la famille AP-1 (HERZIG et al., 1997) ainsi que le facteur dHand (DAI et al., 2002). 

GATA-4 possede un SLN en C-terminal entre les residus 270 et 324 (PHILIPS et al., 

2007). La region comprise entre les acides amines 294 et 336 est riche en acides amines 

basiques. Elle est citee dans quelques articles (REAMON-BUETTNER et BORLAK, 

2005 ; NEMER et al., 2006 ; REAMON-BUETTNER et al., 2007), mais n'a pas encore 

ete caracterisee de maniere approfondie. La mutation G296S situee dans la region basique 

tout juste apres le doigt de zinc en C-terminal est associee a plusieurs cas de cardiopathies 

congenitales (GARG et al., 2003). Elle diminue la liaison de GATA-4 a I'ADN, son 

activite transcriptionnelle et son interaction avec le cofacteur cardiaque TBX5 (GARG et 

al., 2003). 

3.5 Regulation de I'activite de GATA-4 

Tel que decrit ci-haut, GATA-4 peut lier plusieurs partenaires proteiques, ce qui constitue 

un mode de regulation important. De plus, certaines regions de GATA-4 sont modifiees 

post-traductionnellement. La serine 105 de GATA-4 peut etre phosphorylee par p42/p44, 

entrainant une augmentation de sa liaison a I'ADN, de son pouvoir transcriptionnel et de 

la reponse hypertrophique GATA-4-dependante dans les cardiomyocytes (LIANG et al, 

2001). D'autres essais in vitro ont demontre que la MAPK p38 pouvait aussi phosphoryler 

GATA-4 en reponse a 1'activation de la petite GTPase RhoA causee par divers stimuli 

cardio-hypertrophiques (CHARRON et al., 2001). Cette phosphorylation survient entre 

autre sur la serine 105 de GATA-4, mais aussi sur d'autres sites situes aussi bien en N-

terminal qu'en C-terminal (CHARRON et al., 2001). La phosphorylation PKA-

dependante de GATA-4 sur la serine 261 de GATA-4 est induite en reponse a l'AMP 

cyclique (AMPc) dans les cellules de gonades de souris, ce qui a pour effet d'induire 

P activite transcriptionnelle de GATA-4 sur differents promoteurs gonado-specifiques 

(TREMBLAY et VIGER, 2003). L'utilisation d'un mutant S261A reduit 

considerablement 1'activite transcriptionnelle AMPc-dependante de GATA-4 sur ces 

promoteurs et inhibe sa liaison avec le cofacteur CREB, habituellement induite lors d'un 

traitement a 1'AMPc/(TREMBLAY et VIGER, 2003). Une etude in vitro realisee sur des 

myoblastes de souris C2C12 transfectes avec GATA-4 de rat, montre que les serines 419 

et 420 de GATA-4 (serines 420 et 421 chez la souris) sont phosphorylees par la PKC 



(WANG et al, 2005). Cette phosphorylation survient en reponse a 1'angiotensine II qui, 

en activant le recepteur de type 1 de 1'angiotensine (AT1R), permet l'activation de 

differentes voies de signalisation dont la voie Janus kinase (JAK)-STAT et la voie de la 

proteine kinase C (PKC). Celle-ci phosphoryle GATA-4 et potentialise son activite 

transcriptionnelle sur le promoteur du gene ANF (WANG et al, 2005). Ces 

phosphorylations augmentent I'activite de GATA-4. Au contraire, une phosphorylation de 

GATA-4 par la « glycogen synthase kinase-3 beta » (GSK-3P) est plutot associee a une 

repression de son activite (MORISCO et al, 2001). Finalement, GATA-4 peut etre 

acetyle par le co-activateur p300 sur les lysines 311,318, 320 et 322, ce qui potentialise 

son activite transcriptionnelle (TAKAYA et al, 2008 ; DAI et MARKHAM, 2001). 

3.6 GATA-4 et proliferation 

GATA-4 est un activateur direct de la cycline D2 et de cdk4 et est primordial pour la 

proliferation des cardiomyocytes (ROJAS et al, 2008). GATA-4 peut egalement moduler 

l'expression des facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL (KYRONLAHTI et al, 2008 ; 

SUZUKI et al, 2007). Dans des astrocytes de souris invalides pour p53, une deletion de 

GATA-4 entraine une transformation et une resistance aux traitements de chimiotherapie 

alors qu'une surexpression induit l'arret du cycle cellulaire en phase G1 et une 

augmentation de l'apoptose (AGNIHOTRI et al, 2009). Finalement, des observations 

menees au laboratoire demontrent qu'une surexpression de GATA-4 dans les cellules 

epitheliales intestinales IEC-6 induit certains changements phenotypiques. Les cellules 

IEC-6 GATA-4 proliferent plus rapidement. Elles acquierent un metabolisme plus rapide 

et poursuivent leur processus de proliferation apres l'atteinte de la confluence. 

Finalement, des observations par microscopie electronique demontrent un epaississement 

significatif des cellules en culture. 

3.7 GATA-4 et la reponse inflammatoire intestinale 

Une etude recente a demontre par immunohistochimie que l'expression de GATA-4 etait 

augmentee dans des echantillons de tissus de patients atteints de maladies inflammatoires 

intestinales chroniques (HAVERI et al., 2009). Si cette etude demontre une consequence 

i&'un etat inflammatoire sur GATA-4, aucun article njavait encore decrit la situation 

inverse, c'est-a-dire 1'influence de GATA-4 sur 1'inflammation. Une premiere publication 

en ce sens est provenue de notre laboratoire en 2008. Nous avons rapporte que GATA-4 



/pouvait interagir physiquement avec C/EBP8. De telles cooperations entre les membres 

GATA et C/EBPs avaient ete prealablement rapportees (YAMAGUCHI et al., 1999 ; 

TONG et al., 2005). Nous avons egalement demontre que GATA-4, en cotransfection 

avec differents membres de la famille C/EBP dans les cellules HEK 293T, modulait a la 

hausse I'expression de la glycoprotein a-acide (AGP) et a la baisse I'expression de 

thiostatin et de l'haptoglobine, des genes pro-inflammatoires habituellement sous le 

controle des C/EBPs (TURGEON et al., 2008). Une surexpression de GATA-4 dans les 

cellules IEC-6 conduit a une diminution d'expression de C/EBP p et C/EBP8. Elle genere 

aussi une baisse de I'expression IL-l-dependante de thiostatin. Cette baisse d'expression 

s'expliquerait par une moins grande presence des C/EBPs au promoteur de thiostatin 

(TURGEON et al., 2008). 

4. Mon hypothese de recherche 

J'ai emis l'hypothese que GATA-4, en plus de la modulation C/EBP-dependante de la 

reponse inflammatoire, pouvait affecter d'autres voies de signalisation importantes dans 

l'inflammation, et que certains domaines de GATA-4 pouvaient jouer des roles 

independants dans le controle de l'inflammation. Pour verifier cette hypothese, deux 

objectifs principaux ont ete formules. Le premier consistait a determiner si GATA-4 peut 

moduler la reponse inflammatoire induite par l'IL-ip dans les IEC-6 par d'autres voies 

cellulaires que celles impliquant les C/EBPs. Le second objectif etait de generer des 

mutants de GATA-4 afm de determiner 1'importance des differents domaines proteiques 

dans la modulation de la reponse inflammatoire. J'ai pu determiner qu'une surexpression 

de GATA-4 dans les IEC-6 conduisait a l'inhibition de la phosphorylation de p42/p44 et 

d'Akt, a la modulation de la liaison a I'ADN des facteurs C/EBPs, AP-1 et NF-KB ainsi 

qu'a la diminution de I'expression des genes de reponse inflammatoire CCL5 et iNOS. La 

generation de mutants de GATA-4 m'a permis de mettre en evidence un role du doigt de 

zinc N-terminal (216-240) dans l'alteration de la morphologie cellulaire, et de la region 

basique de GATA-4 (294-336) dans la modulation de la vitesse de proliferation des IEC-

i 6. Ces resultats suggerent que GATA-4 pourrait participer a l'instauration d'une tolerance } 

immunitaire developpee dans les enterocytes au cours de leur processus de 

differentiation. 
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MATERIEL ET METHODES 

1. Culture cellulaire 

Les cellules epitheliales intestinales de cryptes de rat IEC-6 proviennent du professeur A. 

Quaroni (Universite Cornell, Ithaca, NY, USA). La lignee cellulaire IEC-6 surexprimant 

GATA-4 murin a ete etablie precedemment au laboratoire par infection retrovirale a l'aide 

des constructions pBabepuro et pBabepuro-GATA-4 (TURGEON et al., 2008). Les 

cellules renales humaines embryonnaires transformees HEK 293T, proviennent du 

professeur A. Nepveu (Departement d'oncologie, Universite McGill, Montreal, QC, 

Canada). Les cellules ont ete cultivees dans 8 mL de « Dulbecco's Modified Eagle 

Medium » (DMEM) contenant 5% (IEC-6) ou 10% (HEK 293T) de serum de veau foetal 

(FBS) (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), 2 mM de L-glutamine (Wisent, St-Bruno, 

QC, Canada) et 100 U/mL de penicilline et streptomycine (Wisent, St-Bruno, QC, 

Canada). La culture s'effectue dans un incubateur regie a 37°C et contenant 5% de CO2. 

De la puromycine (2 (xg/mL) (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) est ajoutee comme 

agent selectif au milieu DMEM 5% FBS lors de la culture des cellules IEC-6 pBabepuro 

et pBabepuro GATA-4 jusqu'au moment des inductions. 

2. Etude des mecanismes de regulation de la reponse inflammatoire par GATA-4 

2.1 Inductions 

Les cellules IEC-6 pBabepuro et pBabepuro GATA-4 a environ 90% de confluence sont 

induites avec du FBS (5%) suivant une privation de 24 heures ou avec l'IL-l|3 humain (10 

ng/mL) ( R & D systems, Minneapolis, MN, USA) pour induire 1'inflammation. Differents 

temps d'induction ont ete effectues selon les circonstances. 

2.2 Extraction de proteines totales 

Les extractions/ de proteines totales (ROY, 2007) ont ete realisees sur les cellules IEC-6 

pBabepuro et pBabepuro GATA-4 cultivees dans des petris de 100 mm et sur lesquelles 

les traitements a L'IL-1 (3 ont ete effectues, et sur les cellules IEC-6 et HEK 293T 
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surexprimant les differents mutants de GATA-4. L'extraction est effectuee avec le tampon 

Triton (1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 5 mM EDTA pH 8.0, 15 mM NaCl, 

5% glycerol, 40 mM P-glycerophosphate, 50 mM NaF, 200 (IM Na-orthovanadate, 1 JJM 

PMSF et 1/1000 de chaque inhibiteur de proteases : aprotinine, leupeptine et pepstatine 

(Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). 

2.3 Immunobuvardage de type Western 

Les extraits proteiques totaux recueillis sont doses selon la methode de Bradford (Bio-Rad 

Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) et un spectrophotometre 

Bio-Rad SmartSpec (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada). Les 

immunobuvardages de type Western sont effectues tels que decrit dans le memoire 

d'Andreane Cartier (CARTIER, 2008) a l'exception de quelques modifications. 25 |xg 

d'extrait proteique sont utilises pour la realisation des immunobuvardages pour la 

detection des MAPK et de Akt et 20 jag d'extrait proteique pour la detection des mutants 

de GATA-4. Tous les blocages et incubations d'anticorps primaires et secondaries ont ete 

realises dans une solution de «tris-buffered saline » IX contenant 0,05% de Tween 20 

(Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) (TBST IX) et 5% de lait en poudre. 

Tous les echantillons sont separes sur des gels SDS-PAGE contenant 10% d'acrylamide. 

Apres le transfert, les membranes de PVDF sont deposees sur un papier Whatman puis 

sechees a l'air ambiant. Elles sont ensuite rehydratees dans du methanol 100% avant de 

proceder au blocage. Les conditions d'incubation des differents anticorps primaires et 

secondaires sont presentees dans le tableau 1. 

2.4 Extraction de proteines nucleaires 

Les extractions de proteines nucleaires (CARTIER, 2008) ont ete realisees sur les cellules 

IEC-6 pBabepuro et pBabepuro GATA-4 cultivees dans des petris de 100 mm et sur 

lesquelles les traitements a l'IL-ip ont ete effectues, et sur les cellules IEC-6 surexprimant 

les differents mutants de GATA-4. Les extraits sont conserves a -80°C jusqu'a utilisation 

ulterieure. 

/ 2.5 Preparation des sondes radioactives pour les gels de retention 

Des oligonucleotides simple brin, sens et anti-sens, contenant un site de liaison a l'ADN 

pour AP-1 (Catalogue Santa Cruz Biotechnologies 2007, p. 115) (5'- CGC TTG ATG 
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Tableau 1 : Details d'utilisation des anticorps; pour les immunobuvardages de type 
Western 

Anticorps primaires 

(Dilution/ 
Temps/ 
T°C) Anticorps secondaires 

(Dilution/ 
Temps/ 
T°C) 

p42/p44 phospho 
(#9101) (Cell 

Signaling, Pickering, 
ON, Canada) 

(1:1000/ 
16h/ 
4°C) 

Anti-lapin (SantaCruz 
Biotechnologies, Santa 

Cruz, CA, USA) 

(1:1000/ 
lh/ 

22°C) 

p42/p44 total (#9102) 
(Cell Signaling, 
Pickering, ON, 

Canada) 

(1:1000/ 
16h/ 
4°C) 

Anti-lapin (SantaCruz 
Biotechnologies, Santa 

Cruz, CA, USA) 

(1:1000/ 
lh/ 

22°C) 

p38 phospho (#9211) 
(Cell Signaling, 
Pickering, ON, 

Canada) 

(1:500/ 
16h/ 
4°C) 

Anti-lapin (SantaCruz 
Biotechnologies, Santa 

Cruz, CA, USA) 

(1:1000/ 
lh/ 

22°C) 

Jnk phospho (#9251) 
(Cell Signaling, 
Pickering, ON, 

Canada) 

(1:500/ 
16h/ 
4°C) 

Anti-lapin (SantaCruz 
Biotechnologies, Santa 

Cruz, CA, USA) 

(1:1000/ 
lh/ 

22°C) 

Jnk total (#9258) 
(Cell Signaling, 
Pickering, ON, 

Canada) 

(1:500/ 
16h/ 
4°C) 

Anti-lapin (SantaCruz 
Biotechnologies, Santa 

Cruz, CA, USA) 

(1:1000/ 
lh/ 

22°C) 

Akt phospho (#9271) 
(Cell Signaling, 
Pickering, ON, 

Canada) 

(1:1000/ 
16h/ 
4°C) 

Anti-lapin (SantaCruz 
Biotechnologies, Santa 

Cruz, CA, USA) 

(1:1000/ 
lh/ 

22°C) 

Akt total (#9272) 
(Cell Signaling, 
Pickering, ON, 

Canada) 

(1:1000/ 
16h/ 
4°C) 

Anti-lapin (SantaCruz 
Biotechnologies, Santa 

Cruz, CA, USA) 

(1:1000/ 
lh/ 

22°C) 

ACT CAG CCG GAA -3') ou un site de liaison a I'ADN pour les « CAAT-enhancer 

binding proteins » (C/EBPs) au promoteur de l'haptoglobine de rat (BAUMANN et al, 

1990 ; PELLETIER et al., 1998) (5'- CCA AGT ATG AAG CAA GAG CTC A -3') ou 

un site consensus de liaison a I'ADN pour le facteur NF- KB (Catalogue Santa Cruz 

Biotechnologies 2007, p. 162) (5'-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C -3') ou le 

site B2 de liaison a I'ADN pour GATA-4 au promoteur de l'a-glycoproteine acide (AGP) 

de rat (BOUDREAU et al., 1998) (5'- CTG GTG AGA TTG TGC CAC AGC TCT G -?') 

ou un site consensus de liaison a I'ADN pour les differents membres de la famille GATA 

(Catalogue Santa Cruz Biotechnologies 2007, p. 186) (5'- CAC TTG ATA ACA GAA 

41 



AGT GAT AAC TCT -3') sont tout d'abord hybrides a une concentration finale de 1 

|ig/|xL dans 100 |iL d'eau sterile contenant 50 mM NaCl. Les tubes sont incubes dans de 

l'eau chauffee a 95°C que Ton laisse ensuite refroidir progressivement durant la nuit. Les 

oligonucleotides sens et anti-sens utilises pour faire la sonde double brins possedent en 

leurs extremites 5' deux guanines supplementaires generant des extremites 5' saillantes 

apres l'hybridation. Le fragment Kleenow de l'ADN polymerase I de Escherichia coli 

utilise le desoxycytidine triphosphate (dCTP) radiomarque au 32P en position alpha 

comme substrat pour remplir les extremites 5' saillantes et ainsi generer des extremites 

tranches. Les sondes sont ensuite purifiees sur colonne de sephadex ProbeQuant G-50 

(GE Healthcare, Baie D'Urfe, QC, Canada) puis diluees jusqu'a ce que 1 jj.L de sonde 

donne entre 20 et 50 comptes par seconde (CPS) au compteur Geiger-Miiller. Les sondes 

sont conservees a -20°C. 

2.6 Gel de retention 

Les extraits de proteines nucleaires recueillis sont doses de la meme fafon que pour les 

extraits proteiques totaux. Les gels de retention et les suretentions sont effectues tels que 

decrit dans le memoire d'Andreane Cartier (CARTIER, 2008) a 1'exception des 

modifications suivantes. 6 jig de proteines nucleaires sont utilises pour les gels de 

retention. Les periodes d'incubation de 30 minutes a temperature de la piece apres l'ajout 

de l'anticorps (dans le cas des suretentions) et de la sonde ont ete reduits a 5 minutes. Lors 

de la realisation des suretentions, 3 JIL d'anticorps (ou 1 (jL d'anticorps concentre, 

identifies avec « * ») diriges contre C/EBPa*, C/EBPp*, C/EBP8*, JunB*, cJun*, cFos*, 

les sous-unites p50* et p65* de N F - K B OU GATA-4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA) sont egalement ajoutes aux echantillons. La separation des extraits 

nucleaires s'effectue dans un gel non-denaturant de polyacrylamide 5,33%. La migration 

des echantillons sur gel s'effectue a 150 V. Le sechage du gel se fait sur une periode de 1 

heure et 45 minutes. 

2.7 Extraction des ARNs totaux 

Des extractions d'ARN totaux (CARTIER, 2008) ont ete realisees en utilisant le reactif de 

TRIzol (Ihvitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada)/sur les cellules IEC-6 

pBabepuro, pBabepuro GATA-4 cultivees dans des petris de 100 mm et sur lesquelles les 

traitements a l'IL-ip ont ete effectues. 
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2.8 RT-PCR semi quantitatif 

Les extraits d'ARN totaux sont doses par spectrophotometrie en appliquant la relation 

suivante : (1.00 DO260nm = 40 pg d' ARN). La reaction de reverse transcriptase s'effectue 

dans un tube de 200 pL dans lequel on place 5 pg d'ARN, 0,5 pg d'oligonucleotides pdT-

18 (synthetise chez IDT Integrated DNA Technologies, Coralville,* IA, USA) et lpL de 

dNTPs 40 mM (10 mM de chaque nucleotide) (GE Healthcare, Baie D'Urfe, QC, 

Canada), le tout dans un volume total de 12 pL. Les echantillons sont incubes pendant 5 

minutes a 65°C apres quoi sont ajoutes 4 pL de First Strand Buffer 5X (Invitrogen Life 

Technologies, Burlington, ON, Canada), 2 pL de DTT 0,1 M, 1 pL d'inhibiteur de RNase 

(RNaseOUT) (40 U/pL) (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada) et 0,5 

pL de l'enzyme SuperScript II (200 U/pL) (Invitrogen Life Technologies, Burlington, 

ON, Canada). La reaction de transcription inverse s'effectue pendant 50 minutes a 42°C 

suivi d'une incubation de 15 minutes a 70°C. Les echantillons d'ADN complementaire 

(ADNc) sont conserves a 4°C jusqu'a leur utilisation lors des reactions de polymerisation 

en chaine (PCR). Ces dernieres sont effectuees avec le « Taq PCR Master Mix » (Qiagen, 

Mississauga, ON, Canada). La reaction s'effectue dans un volume total de 16,2 pL dans 

lequel on retrouve 7,5 pL de solution Master Mix, 5,7 pL d'eau sterile, 0,1 pg de chaque 

amorce (sens et anti-sens) et 1 pL d'ADNc. La nature des amorces utilisees (Invitrogen 

Life Technologies, Burlington, ON, Canada; IDT Integrated DNA Technologies, 

Coralville, IA, USA) lors des reactions de PCR a ete choisie a l'aide du programme en 

ligne Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Les sequences des amorces sont 

presentees dans le tableau 2. Le programme « Touch Down » utilise pour la reaction de 

PCR est presente dans le tableau 3. 5 pL de chaque produit de PCR sont ensuite separes 

par electrophorese sur un gel d'agarose 1,4% contenant du bromure d'ethidium 300 

ng/mL. Les photos sont prises pendant que le gel est expose a une lampe a rayons 

ultraviolets (UV). 
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Tableau 2 : Sequence des amorces de PCR utilisees pour analyser l'expression de genes de 

reponse inflammatoire 

Cible Sens Sequence 
CCL2 Sens 

Anti-sens 
5' - CCA GAA ACC AGC CAA CTC TC - 3' 
5' - AGG CAT CAC ATT CCA AAT CA - 3' 

CXCL2 Sens 
Anti-sens 

5' - CCT CCT GTG CTC AAG ACT CC - 3' 
5' - GAG CTG GCC AAT GCA TAT CT - 3' 

CXCL10 Sens 
Anti-sens 

5' - GCT TAT TGA AAG CGG TGA GC - 3' 
5' - ATT TGC CAT CTC ACC TGG AC - 3' 

CCL5 Sens 
Anti-sens 

5' - GTG CCC ACG TGA AGG AGT AT - 3' 
5' - ATC CCC AGC TGG TTA GGA CT - 3' 

iNOS Sens 
Anti-sens 

5' - GGG AGC CAG AGC AGT AC A AG - 3' 
5' - GTG GGG TTG TTG CTG AAC TT - 3' 

GAPDH Sens 
Anti-sens 

5' - GTG AAG GTC GGT GTG AAC GG - 3' 
5' - CCA AAG TTG TCA TGG ATG AC - 3' 

Tableau 3 : Programme utilise lors des reactions de PCR pour l'observation de 
l'expression de genes de reponse inflammatoire 

Cycle Denaturation Hybridation Polymerisation 
- 1 minute a 95 °C - -

ler cycle 1 minute a 95°C 1 minute a 62°C 1 minute a 72°C 
Cycles 2 a 24 1 minute a 95 °C -0,3°C / cycle 1 minute a 72°C 

24e cycle - 10 minutes a 72°C -

3. Generation et caracterisation des mutants de GATA-4 

3.1 Mutagenese dirigee 

Les mutants de deletions nous permettent d'etudier l'importance de certaines regions de la 

proteine GATA-4 dans le processus inflammatoire. Les regions N-terminale et C-

terminale, les deux doigts de zinc, ensemble ou separement, la region basique ou encore 

une region riche en serines ont ete deletees. Les mutants specifiques servent a etudier 

l'importance d'un site specifique de la proteine capable d'etre modifiee post-

traductionnellement, par exemple par phosphorylation. Les sites S105, S261 et S420.421 
i i 

sont des sites de phosphorylation pour Erk, PKA et PKC respectivement (LIANGyQ et al., 
2001 ; TREMBLAY et VIGER, 2003 ; WANG et al., 2005). Tous les mutants sont 

schematises a la figure 6. Les mutants GATA-4 A270-294, A351-560, S105A, S105D, 
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Figure 6 : Schema des mutants de GATA-4 

Les mutants GATA-4 A216-240 (1), A216-294 (3) et A294-336 (4) ont ete realises selon 

la technique « d'overlap extension ». Les mutants A270-294 (2), A351-360 (5), S105A 

(6), S105D (7), S261A (8), S261D (9), S420.421A (10), S420.421D (11) ont ete realises 

selon la technique Quick Change® de Stratagene. 

i 
/ 

i / 



• • H H H 

w t 

HH Dwgi da arte N-temnnat 

2 . j|jjj Oonjt de xinc C-termmal 

^ Les deux ttogfs <Je 

4 H I§ Ren®" basiqye 

5 IJ** Region Ser-nctie 

6 n w 

S1050 
H M l 

S261A 

7 

8 M 

9 H [IS S261D 

MM 

10 ^ . ^ _ _ | S420.421A 

11 * ^ R R M R S R . " " F' S420 4210 

% 



S261A, S261D, S420.421A et S420.421D ont ete realises en appliquant le protocole du 

« Quick Change® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit» (Stratagene, West Cedar Creek, 

TX, USA) (Figure 7). L'ADN matrice utilise pour la mutagenese est pBabepuro-GATA-4 

pour les mutants A270-294, A351-360, S105A, S261D, S420.421A et S420.421D, et 

pCDN A3 -GATA-4 pour les mutants S105D et S261A. L'ADN pCDNA3-GATA-4 

provient du professeur F. Boudreau (Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, QC, Canada). 

Les oligonucleotides utilises pour la generation par PCR des copies simple brin mutantes 

sont presentes dans le tableau 4. 

Tableau 4 : Sequence des amorces utilisees pour la mutagenese selon la methode Quick 
Change de Stratagene 

Mutant Sequence 

A270-294 5' - GTC CGC TTC CCG CCG GGT AGG CCT CTC CGG 
CCT CTA CAT GAA GCT CCA TGG GGT TC - 3' 

A351-360 5' - GTG CCT CCA GCG GTA ACT CCA GCG AGA TGC 
GCC CCA TCA AGA CAG A - 3' 

SI 05 A 5' - CGC CGC CCG TGG CCC CGC GCT TC - 3' 

S105D 5' - CCG CCG CCC GTG GAC CCG CGC TTC TC - 3' 

S261A 5' - AGC GCC GCC TGG CCG CTT CCC GC - 3' 

S261D 5' - CAG CGC CGC CTG GAC GCT TCC CGC CG - 3' 

S420.421A 5' - TCA GAC ATC GCA GGC CGC CGC CAA GCA 
GGA CTC TTG - 3' 

S420.421D 5' - CAC TCA GAC ATC GCA GGC CGA CGA CAA 
GCA GGA CTC TTG GAA C - 3' 

K318.320.322R 5' - GAG GGG ATT CAA ACC AGA AGA CGG AGG 
CCC AGG AAC CTG AAT AAA TCT AAG - 3' 

Du a la presence de deletions de grande taille, les mutants GATA-4 A216-240, A216-294 

et A294-336 ont ete generes grace a la technique de PCR par « overlap extension » 

(MONGRAIN, 2007) (Figure 8). Les regions en amont et en aval de la section a etre 

deletee sont tout d'abord amplifiees separement en utilisant deux paires d'amorces en 

consequence (amorces rouges pour amplifier la region rouge, et amorces bleues pour 

amplifier la region bleue). Les sequences des amorces utilisees pour la mutagenese par 

« overlap extension » sont illustrees dans le tableau 5. Pour cette premiere reaction de 
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Figure 7 : Mutagenese selon la methode Quick Change de Stratagene 

L'ADN matrice est soumis a une amplification par reaction de polymerisation en chaine 

(PCR) a l'aide d'un oligonucleotide simple brin contenant la mutation d'interet. Le 

produit de la reaction PCR est ensuite digere par 1'enzyme Dpn I qui digere tout ADN 

methyle provenant de bacteries. Le produit de digestion sert ensuite a la transformation 

bacterienne. 

Adapte de la figure originale sur www.stratagene.com. 
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Figure S : Mutagenese selon la methode « overlap extension » 

L'ADN matrice est soumis a deux amplifications separees par reactions de PCR a l'aide 

d'oligonucleotides specifiques. Les deux fragments d'ADN (rouge et bleu) disposes de 

chaque cote de la deletion desiree (jaune) sont done amplifies. Ces derniers sont ensuite 

melanges puis soumis a une seconde amplification par PCR au cours de laquelle ils sont 

recombines. 

Adapte de MONGRAIN, 2007. 
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PCR, 100 ng d'ADN matrice pBabepuro-GATA-4 sont places dans un volume total de 50 

|oL combine avec 5 pL de tampon PCR High Fidelity 10X, 1 jaL de dNTPs 40 mM (10 

mM de chaque nucleotide), 100 ng d'amorces sens et anti-sens et 1 U de Platinum® Taq 

ADN Polymerase High Fidelity (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). 

Tableau 5 : Sequence des amorces de PCR utilisees pour la mutagenese par « overlap 
extension » 

Mutants Reference sur 
la Figure 2 Sequence 

Amorce 5' 
commune 

Amorce 5' 
Nterm 

5' - TCA CTA GGA TCC ACC ATG TAC CAA 
AGC CTG GCC ATG GT - 3' 

Amorce 3' 
commune 

Amorce 3' 
Cterm 

5' - TCA CTA GAA TTC TTA CGC GGT GAT 
TAT GTC CCC ATG AC - 3' 

GATA-4 
A216-240 

Amorce 3' 
Nterm 

5' - GAC TTC TCA GGA GGC AGA GAG GGC 
CTC TAT CAC AAG ATG AAC - 3' 

GATA-4 
A216-240 

Amorce 5' 
Cterm 

5' - GTT CAT CTT GTG ATA GAG GCC CTC 
TCT GCC TTC TGA GAA GTC - 3' 

GATA-4 
A216-294 

Amorce 3' 
Nterm 

5' - ATG GAG CTT CAT GTA GAG GCC CTC 
TCT GCC TTC TGA GAA GTC - 3' 

GATA-4 
A216-294 

Amorce 5' 
Cterm 

5' - GAC TTC TCA GAA GGC AGA GAG GGC 
CTC TAC ATG AAG CTC CAT - 3' 

GATA-4 
A294-336 

Amorce 3' 
Nterm 

5' - ACC ACT GGA GGG AGG GAG GGT GGC 
ATT AC A TAC AGG CTC ACC - 3' 

GATA-4 
A294-336 

Amorce 5' 
Cterm 

5' - GGT GAG CCT GTA TGT AAT GCC ACC 
CTC CCT CCC TCC AGT GGT - 3' 

Les produits de PCR sont purifies sur des colonnes filtres « Montage PCR® » (Millipore, 

Bedford, MA, USA). Pour la seconde reaction de PCR, 50 ng de chaque produit PCR 

purifie sont combines dans un meme tube et places dans les memes conditions que lors de 

la premiere reaction de PCR. L'insert complet est purifie a nouveau sur colonne filtres 

« Montage PCR » et clone dans pBabepuro dans le site Bam HI - Eco R\ apres digestion 

enzymatique. Le tableau 5 montre les sequences des amorces utilisees lors de la 

mutagenese par « overlap extension ». Les ADNs mutants generes sont transformes dans 

des bacteries Escherichia coli TOP-1 OF' puis selectionnes sur petris d'agar contenant de 

l'ampicilline a 100 |j,g/mL. Ces mutants positifs sont ensuite cultives, puis leur ADN 

plasmidique extrait a l'aide des trousses d'extraction d'ADN plasmidique « Midi Prep » et 
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« Mini Prep » (Qiagen, Mississauga, ON, Canada). La qualite des ADNs est verifi.ee sur 

gel d'agarose et par sequen9age (Genome Quebec, Universite McGill, QC, Canada). Les 

mutants pBabepuro-GATA-4 A216-240, A270-294, A216-294, A294-336, A351-360, 

SI05A, et S261D ainsi que les mutants pCDNA3-GATA-4 AS105D, AS261A 

AS420.421A et AS420.421D ont ete obtenus et valides par sequen9age. 

3.2 Production de retrovirus 

La production de virus (CARTIER, 2007) s'est faite a l'aide de l'ADN codant pour les 

proteines du retrovirus de la leucemie murine amphotropique (AMLV). Des virus ont ete 

produits pour les mutants pBabepuro-GATA-4 A216-240, A270-294, A216-294, A294-

336, A351-360, S105A et S261D. 

3.3 Infection retrovirale 

Les infections retrovirales (CARTIER, 2007) ont ete effectuees sur des cellules IEC-6. 

Seules les constructions mutantes de GATA-4 disponibles dans le vecteur pBabepuro ont 

ete utilisees. 

3.4 Microscopie en contraste de phase 

Les lignees cellulaires IEC-6 pBabepuro, pBabepuro GATA-4 de type sauvage et GATA-

4 mutants etablies ont ete observes par microscopie en contraste de phase a un 

grossissement de 40X a l'aide d'un microscope « Zeiss Axiovert 200M Fluorescence/Live 

cell Imaging Microscope » (Carl Zeiss Canada, Toronto, ON, Canada). 

3.5 Essai de proliferation 

Des tests de proliferation ont ete realises sur les cellules IEC-6 infectees avec les 

differentes constructions pBabepuro, pBabepuro GATA-4 wt et GATA-4 mutants. Les 

decomptes cellulaires s'effectuent a l'aide du compteur de cellules Countess (Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada). Les cellules sont incubees jusqu'a confluence dans des boites 

de petris de 100 mm dans du milieu DMEM 5% FBS, 2 (ig/mL de puromycine. Elles sont 

trypsinisees dans 1 mL puis transferees dans un volume total de 10 mL de milieu DMEM 

5% F B I 20 JIL de cellules sont placees dans un tube de 1,5 rriL preidentifie auquel on 

ajoute 20 |iL de bleu de trypan (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). Les cellules et le 

colorant sont homogeneises par « up and down >>. 10 |iL de cellules colorees sont alors 



ajoutes dans chacune des chambres de l'hematimetre fourni avec l'appareil (Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada). Le bleu de trypan ne doit pas etre ajoute plus de trois minutes 

avant le decompte. Les valeurs fournies lors de ce premier decompte cellulaire servent a 

demarrer la courbe de proliferation avec un nombre fixe de cellules pour chaque lignee a 

l'etude. La proliferation s'effectue en duplicata dans des plaques de six puits dans 

lesquelles 60 000 cellules ont ete initialement placees puis incubees dans 2 mL de milieu 

DMEM 5% FBS, 2 |o.g/mL de puromycine. Le moment venu de compter les cellules, le 

milieu est retire, les cellules sont lavees avec 1 mL de PBS IX. Elles sont ensuite 

trypsinisees (500 |xL de trypsine) puis incubees 2 minutes a 37°C. 20 jiL de cellules 

trypsinisees sont placees dans des tubes de 1,5 mL preidentifies auxquels on ajoute 20 |iL 

de bleu de trypan. Les comptages pendant la courbe de proliferation s'effectuent de la 

meme maniere que lors du premier comptage. 

3.6 Calcul du temps de doublement 

Les valeurs de decompte cellulaire sont placees sous forme de graphique a l'aide du 

logiciel Microsoft Excel ou x est le temps (en heure) et y est le nombre de cellules. La 

courbe exponentielle de proliferation est caracterisee grace a l'ajout d'une courbe de 

tendance (type exponentielle). Les temps non representatifs de la periode de proliferation 

cellulaire exponentielle ne sont pas ajoutes dans le graphique pour le calcul de la courbe 

de tendance. La formule de la courbe de tendance est calculee par le programme et est 

ajoutee au graphique sous la forme : y = aebx oujy est le nombre de cellules, a un nombre 

quelconque, e la constante neperienne (2,718 281), b un nombre quelconque, et x le temps 

(en heure). Le temps de doublement ( TD ) represente le temps requis pour que le nombre 

de cellules «y » double. Pour ce faire, il faut considerer deux points sur la courbe de 

tendance : yl = aebXl et y2 = aehXl. 

TD = x2 - xl lorsque y2 = 2y l . Des lors : 

In -In 
I a I a) 

L'equation se simplifie pour donner : ^ 

LN2 _ 0 .693 
D~ b ~ b 
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3.7 Essai luciferase 

Les essais lueiferases ont ete realises sur des extraits de proteines totales de cellules HEK 

293T transferees avec des vecteurs d'expression de C/EBP8 avec ou sans GATA-4, 

SI05A et S261D, et avec le gene rapporteur AGP-luciferase, selon la methode rapportee 

precedemment (TURGEON, 2006). 
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RESULTATS 

1. Modulation de la reponse inflammatoire intestinale par GATA-4 

1.1 GATA-4 module de fagon selective I 'activite des MAPK et d'Akt 

1.1.1 GATA-4 n 'affecte pas I 'activite de Jnk et de p38 

Pour verifier si la surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 peut moduler I'activite de Jnk 

et de p38 en contexte inflammatoire, des extraits proteiques totaux de cellules IEC-6 

surexprimant ou non GATA-4, et traitees ou non avec du FBS ou de l'IL-ip ont ete 

analysees par immunobuvardage de type Western en utilisant des anticorps specifiques 

contre les formes phosphorylees des MAPK Jnk et p38 (Figure 9). La phosphorylation de 

Jnk est augmentee suite a une stimulation de dix minutes au FBS ou a l'IL-ip et diminue 

apres deux heures. Une surexpression de GATA-4 ne semble pas moduler 

significativement cette phosphorylation. L'activite de p38 augmente suite a un traitement 

de dix minutes a l'IL-ip puis redescend partiellement a deux heures et quatre heures. Une 

surexpression de GATA-4 n'affecte pas cette induction. 

1.1.2 GATA-4 inhibe I'activite dep42/p44 et d'Akt 

Pour verifier si la surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 peut moduler I'activite de 

p42/p44 et d'Akt en contexte inflammatoire, des extraits proteiques totaux de cellules 

IEC-6 surexprimant ou non GATA-4, et traitees ou non au FBS ou a l'IL-ip, ont ete 

analysees par immunobuvardage de type Western en utilisant des anticorps specifiques 

contre les formes phosphorylees de p42/p44 et d'Akt (Figure 10). La phosphorylation de 

p42/p44 est augmentee suite a une stimulation de dix minutes au FBS ou a l'IL-ip. Cette 

phosphorylation retourne a des niveaux basaux deux heures suivant le traitement au FBS, 

mais pas suivant un traitement a l'IL-ip. La surexpression de GATA-4 reduit la 

phosphorylation de p42/p44 dans les deux conditions. Des niveaux de base de 

phosphorylation d'Akt sont detectables dans les IEC-6. Les niveaux de phosphorylation 

d'Akt sont faiblement augmentes suivant une induction de/dix minutes au FBS ou a l'IL-

ip. La surexpression de GATA-4 diminue les niveaux basaux et induits de 

phosphorylation d'Akt. 
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Figure 9 : GATA-4 n'affecte pas l'activite de Jnk et de p38 dans les IEC-6 en 

condition inflammatoire 

Immunobuvardage de type Western d'extraits de cellules IEC-6 controle ou surexprimant 

GATA-4, traitees avec serum ou IL-ip avec des anticorps contre Jnk total ou Jnk 

phosphoryle (A) (n = 2), et contre p38 phosphoryle, et sin3A comme controle des niveaux 

de proteines (B) (n = 3). 
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Figure 10 : GATA-4 inhibe I'activite de p42/p44 et d'Akt dans les IEC-6 en condition 

inflammatoire 

Immunobuvardage de type Western d'extraits de cellules IEC-6 controle ou surexprimant 

GATA-4, traitees avec serum ou IL-lp avec des anticorps contre p42/p44 total ou p42/p44 

phosphoryle (A) (n = 2), et contre Akt total et Akt phosphoryle (B) (n = 1). 
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1.2 GATA-4 induit des changements dans la liaison a I'ADN et dans la nature des 

complexes proteiques des facteurs C/EBPs, AP-1 et NF-KB 

1.2.1 GATA-4 induit la formation de complexes C/EBPs de hauts poids moleculaires et 

diminue les isoformes C/EBP/] et C/EBPS a I 'ADN 

Pour mieux comprendre comment GATA-4 influence 1'interaction des C/EBPs avec 

I'ADN dans les IEC-6 dans un contexte inflammatoire, des extraits proteiques nucleaires 

provenant de cellules IEC-6 surexprimant ou non GATA-4, et traitees ou non a l'IL-ip, 

ont ete analysees par gel de retention en utilisant vine sonde radiomarquee representant 

une sequence d'ADN consensus presente au promoteur de l'haptoglobine et liant les 

C/EBPs (Figure 11). Dans les cellules controle, une stimulation de quatre heures a l'IL-ip 

induit une augmentation de la liaison des complexes C/EBPs a l'ADN et l'augmentation 

de la liaison des isoformes C/EBPP et C/EBP5 est montree par suretention. Une 

surexpression de GATA-4 entrafne la formation de complexes proteiques de hauts poids 

moleculaires et diminue I'expression des isoformes C/EBPp et C/EBP8. Une 

surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 induit une diminution de I'expression de 

C/EBPp et de C/EBP5 (TURGEON et al, 2008). La presence des complexes C/EBPs de 

hauts poids moleculaires pourrait s'expliquer par une plus grande presence d'isoformes 

C/EBPa par rapport aux isoformes C/EBPp et C/EBP5 dans les complexes lies a l'ADN, 

tel que rapporte au laboratoire precedemment (non montre). 

1.2.2 GATA-4 augmente la liaison a l'ADN de base des facteurs AP-1 et induit la 

formation de complexes proteiques de hauts poids moleculaires 

Pour mieux comprendre comment GATA-4 influence 1'interaction des facteurs AP-1 avec 

l'ADN dans les IEC-6 en contexte inflammatoire, des extraits de proteines nucleaires de 

cellules IEC-6 surexprimant ou non GATA-4, et traitees ou non a l'IL-ip, ont ete analyses 

par gel de retention en utilisant une sonde representant un site consensus capable de lier 

les membres de la famille AP-1 (Figure 12). Une stimulation de quatre heures a l'IL-ip 

induit m e augmentation de la liaison des complexes AP-1 a l'ADN. Une surexpression de 

GATA-4 induit une liaison accrue des facteurs AP-1 a l'ADN et favorise la formation de 

complexes proteiques de hauts poids moleculaires. La presence accrue de l'isoforme cJun 

a l'ADN causee par la surexpression de GATA-4 a ete observee par suretention. Les 

isoformes cFos et junB n'ont pu etre mis en evidence par suretention. 



Figure 11 : GATA-4 induit la formation de complexes C/EBPs de hauts poids 

moleculaires et diminue le recrutement des isoformes C/EBPp et C/EBP8 a l'ADN 

dans les IEC-6 en condition inflammatoire 

Une sonde radiomarquee contenant un site de liaison des C/EBPs du promoteur de 

l'haptoglobine a ete melangee a des extraits nucleaires de cellules IEC-6 controle ou 

surexprimant GATA-4, stimulees ou non avec de l'IL-ip. Des anticorps contre C/EBPa, 

C/EBPp ou C/EBP5 ont ete ajoutes dans les experiences de suretention. (n = 1). 
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Figure 12 : GATA-4 induit une augmentation de la liaison de base des facteurs AP-1 

a l'ADN et induit la formation de complexes de hauts poids moleculaires dans les 

IEC-6 en condition inflammatoire 

Une sonde radiomarquee contenant un site de liaison de AP-1 a ete melangee a des 

extraits nucleaires de cellules IEC-6 controle ou surexprimant GATA-4, stimulees ou non 

avec de l'IL-ip. Des anticorps contre junB, cJun et cFos ont ete ajoutes dans les 

experiences de suretention (n = 2). 
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1.2.3 GATA-4 augmente la liaison a l'ADN de NF-KB en induisantp50 etp65 ainsi qu'un 

troisieme facteur capable d 'interagir avec p65 pour former des complexes de hauts poids 

moleculaires 

Pour mieux comprendre comment GATA-4 influence l'interaction de NF-KB avec l'ADN 

dans les IEC-6 en contexte inflammatoire, des extraits de proteines nucleaires de cellules 

IEC-6 surexprimant ou non GATA-4, et traitees ou non a l'IL-ip, ont ete analyses par gel 

de retention en utilisant une sonde representant un site consensus capable de lier NF-KB 

(Figure 13). La presence de facteurs NF-KB a l'ADN n'est pas detectable en condition 

non-inflammatoire. Une stimulation de trente minutes a l'IL-ip induit le recrutement des 

complexes NF-KB a l'ADN. Dans les cellules IEC-6 controle, les dimeres principaux 

retrouves a l'ADN suite a un traitement a l'IL-ip sont p50/p65 et p50/p50. La 

surexpression de GATA-4 augmente la liaison a l'ADN de NF-KB. L'induction de la 

liaison a l'ADN des isoformes p50 et p65 est observable par suretention. La surexpression 

de GATA-4 entraine egalement des changements dans la composition des complexes. 

Ceux-ci sont presque completement retardes suite a l'ajout d'anticorps diriges contre p65, 

et partiellement retardes suite a l'ajout d'anticorps diriges contre p50, suggerant que la 

quasi-totalite des complexes NF-KB presents dans les cellules surexprimant GATA-4 

contiennent du p65, mais une fraction de ceux-ci seulement contiennent du p50. Cette 

observation suggere qu'un troisieme facteur, membre de la famille NF-KB OU pas, pourrait 

remplacer partiellement p50 et complexer avec p65 pour former des complexes proteiques 

de hauts poids moleculaires. L'ajout d'anticorps GATA-4 n'entraine aucun retard de 

migration des complexes, suggerant que GATA-4 n'est pas ce troisieme facteur. 

1.3 GATA-4 module I 'expression des ARNm de CCL5 et d'iNOS 

Dans le but de determiner si la surexpression de GATA-4 peut engendrer des modulations 

dans l'expression de genes pro-inflammatoires, des extraits d'ARNm totaux de cellules 

IEC-6 surexprimant ou non GATA-4 et traitees ou non avec de l'IL-ip, ont ete analyses 

par RT-PCR semi-quantitatif (Figure 14). Une stimulation de deux heures a l'IL-ip induit 

l'expression des ARNm de CCL2, CXCL2, CXCL10, CCL5 et iNOS. Une surexpression 

de GATA-4 engendre une baisse des niveaux induits d'ARNm de CCL5 et d'iNOS, mais 

pas de CCL2, CXCL^ et CXCL10. j 
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Figure 13 : G A T A - 4 augmente la liaison a l ' A D N de NF-KB en induisant p50 et p65 

ainsi qu'un troisieme facteur capable d'interagir avec p65 pour former des 

complexes de hauts poids moleculaires dans les IEC-6 en condition inflammatoire 

Une sonde radiomarquee contenant un site de liaison de NF-KB a ete melangee a des 

extraits nucleaires de cellules IEC-6 controle ou surexprimant GATA-4, stimulees ou non 

avec de 1'IL-1 p. Des anticorps contre p65, p50 et GATA-4 comme controle, ont ete 

ajoutes dans les experiences de suretention. Les deux complexes NF-KB sont indiques (n 

= 1). 
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Figure 14 : GATA-4 module l'expression des ARNm de CCL5 et d'iNOS 

Une reverse transcription a ete effectuee sur des ARNs totaux provenant de cellules IEC-6 

controle ou surexprimant GATA-4. L'ADNc a ete utilise pour des reactions de 

polymerisation en chaine avec des oligonucleotides specifiques aux genes CCL2 (n = 4), 

CXCL2 (n = 3), CXCL10 (n = 4), CCL5 (n = 4), iNOS (n = 2) et GAPDH comme 

controle de quantite d'ARN. 
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2. Developpement et validation des mutants de GATA-4 

Dans le but de mieux caracteriser les mecanismes par lesquels GATA-4 module la 

reponse inflammatoire intestinale, plusieurs mutants de GATA-4 ont ete generes et 

caracterises. Au cours de mon passage au laboratoire, j 'ai pu effectuer une partie de la 

caracterisation. D'autres etudes seront necessaires dans le futur afin de completer leur 

caracterisation et de pouvoir etudier leur implication dans la reponse inflammatoire 

intestinale. 

2.1 Surexpression des mutants de GATA-4 

Les mutants de GATA-4 developpes ont ete produits par reactions de PCR tel que decrit 

dans la section « materiel et methodes ». Les constructions validees sur gel d'agarose et 

par sequen?age ont ete surexprimees par transfection transitoire dans des HEK 293T et/ou 

par infections stables dans des cellules IEC-6. Des extraits proteiques nucleaires ont ete 

analyses par immunobuvardage de type Western afin de valider la surexpression des 

mutants de GATA-4 (Figure 15). Les mutants GATA-4 deletes pour les deux doigts de 

zinc separement (A216-240 et A270-294), le mutant delete pour la region basique (A294-

336), le mutant delete pour la region riche en serines (A351-360), ainsi que les mutants 

S261D et S105A sont exprimes suivant une infection retrovirale dans les IEC-6. 

L'expression du mutant GATA-4 delete pour les deux doigts de zinc (A216-294) n'est pas 

detectee (Figure 15A). Les mutants specifiques S105D, S261A, S420.421A et S420.421D 

ont ete transfectes dans les HEK 293T et leur expression a ete confirmee par 

immunobuvardage de type Western. Le mutant GATA-4 S105D est faiblement exprime. 

Les mutants S261A, S420.421A et S420.421D sont quant a eux exprimes plus fortement 

(Figure 15B). Le clonage de ces mutants dans le vecteur d'expression pBabepuro sera 

necessaire afin de pouvoir effectuer des infections stables dans des IEC-6 et ainsi 

poursuivre le processus de caracterisation. 

2.2 Liaison a l'ADN des mutants de GATA-4 

Afin d'etudier la liaison a l'ADN des mutants de GATA-4 deletes pour les deux doigts de 

zinc ensemble (A216-294) ou Separement (A216-240 et A270-294), pour la region basique 

(A294-336) et pour la region riche en serines (A351-360), des extraits de proteines 

nucleaires de cellules IEC-6 surexprimant ces mutants ont ete analyses pargel de retention 
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Figure 15 : Surexpression des mutants de GATA-4 

A, Immunobuvardage de type Western d'extraits de cellules IEC-6 controle ou 

surexprimant GATA-4 de type sauvage, ou le mutant delete pour le doigt de zinc C-

terminal (A270-294), le doigt de zinc N-terminal (A216-240), les deux doigts de zinc 

(A216-294), la region basique (A294-336), la region riche en serines (A351-360), ou les 

mutants specifiques SI05A et S261D, effectues avec des anticorps contre GATA-4 et 

l'actine comme controle des niveaux de proteines. B. Immunobuvardage de type Western 

d'extraits de cellules HEK 293T controle ou surexprimant GATA-4 de type sauvage, ou 

les mutants specifiques S105D, S261A, S420.421A et S420.421D, avec des anticorps 

contre GATA-4 et mSin3A comme controle des niveaux de proteines. 
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en utilisant une sonde radiomarquee representant le site B2 du promoteur de l'AGP 

capable de lier GATA-4 (Figure 16). Le resultat montre que les mutants des doigt de zinc 

A216-240 et A270-294, de la region riche en serines (A351-360) et de la region basique 

(A294-336) lient l'ADN, tel que determine par l'augmentation relative du complexe 

retenu par l'anticorps en comparaison des extraits controle. 

2.3 Aspect microscopique des mutants de GATA-4 

Afin de determiner si la surexpression des differents mutants de GATA-4 pouvait 

conduire a l'apparition de phenotypes differents que celui associe a la surexpression de 

GATA-4 de type sauvage, les lignees IEC-6 surexprimant de fafon stable les mutants 

deletes pour les deux doigts de zinc separement (A216-240 et A270-294) et pour la region 

basique (A294-336) ont ete observees par microscopie en contraste de phase. Le mutant 

delete pour les deux doigts de zinc ensemble (A216-294) a ete observe comme controle 

negatif, puisque le mutant n'est pas exprime (Figure 17). Les cellules surexprimant 

GATA-4 atteignent une densite de saturation plus elevee (non montre). Contrairement aux 

cellules IEC-6 controle, elles sont plus refringentes, semblent plus epaisses et sont 

delimitees de fafon plus nette. L'adhesion des cellules entre elles est aussi augmentee 

suite a I'expression de GATA-4. De fa?on interessante, l'aspect des cellules exprimant le 

mutant de GATA-4 delete pour la region basique (A294-336) est semblable a celui des 

cellules IEC-6 controle et des cellules A216-294 (controle negatif). Les cellules IEC-6 

surexprimant le mutant GATA-4 delete pour le doigt de zinc en N-terminal (A216-240) 

sont plus refringentes, mais ont un aspect plus etire qui ressemble a des cellules 

fibroblastiques, contrairement aux cellules exprimant le mutant avec le doigt de zinc C-

terminal delete (A270-294), qui ressemblent aux cellules GATA-4. 

2.4 Temps de doublement des mutants de GATA-4 

Lors de la culture des mutants de GATA-4, il etait possible de remarquer des differences 

dans les vitesses de proliferation. Pour quantifier ces differences, des essais de 

proliferation ont ete effectuees sur les mutants de GATA-4 deletes pour les deux doigts de 

zinc separement (A216-240 et A270-294), pour la region basique (A294-336) et pour les 

mutants specifiques SIO£A et S261D. Le temps de doublement de ces mutants a ete 

calcule tel que decrit dans la section « materiel et methodes » et sont presentes dans le 

tableau 6. Les resultats montrent que la vitesse de proliferation est accrue en presence de 
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Figure 16 : Liaison a l'ADN des mutants de GATA-4 

Une sonde radiomarquee contenant un site de liaison B2 du promoteur de l'AGP liant 

GATA-4 a ete melangee a des extraits nucleaires de cellules IEC-6 controle ou 

surexprimant GATA-4 de type sauvage ou les differents mutants de deletion de GATA-4. 

Des anticorps contre GATA-4 ont ete ajoutes dans les experiences de suretention (n = 1). 
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Figure 17 : Aspect microscopique des mutants de GATA-4 

Les cellules IEC-6 controle, ou surexprimant GATA-4 de type sauvage ou certains 

mutants de deletion, ont ete observees par microscopie a contraste de phase 

(grossissement 40 X). 

i ) ! 
) 



pBabe 

t 
GATA-4 (Doigt Zn Nterni} j f ^ 

GATA-4 (Deux d o 



GATA-4 et des mutants des doigts de zinc pris separement. Par contre, le temps de 

doublement des cellules exprimant le mutant A294-336 (region basique) est augmente, et 

intermediate entre celui des cellules GATA-4 et celui des cellules controle. Finalement le 

temps de doublement des cellules exprimant les mutants SI05A et S261D est legerement 

plus rapide que celui des cellules exprimant GATA-4 de type sauvage. II est a noter que 

cette approche de mesure du temps de doublement donne des durees plus longues que 

celles obtenues par comptage manuel, mais les differences entre mutants sont respectees 

(non montre). 

Tableau 6 : Temps de doublement des mutants de GATA-4 

Deletion Mutant Temps de doublement (h) 

pBabepuro - 41,2 

GATA-4 wt Type sauvage 31,1 

GATA-4 A216-240 Doigt Zn N-terminal 30,2 

GATA-4 A270-294 Doigt Zn C-terminal 32,4 

GATA-4 A294-336 Region basique 37,0 

GATA-4 SI05A Site Erk 28,4 

GATA-4 S261D Site PKA 26,9 

2.5 Activite transcriptionnelle de GATA-4 SI05A et S261D 

L'activite des mutants S105D et S261A a ete mesuree par essai luciferase en utilisant des 

extraits totaux de cellules HEK293T dans lesquelles ont ete cotransfectes les mutants 

GATA-4 S105A ou S261D avec l'isoforme C/EBP8, connu pour activer 

synergistiquement avec GATA-4 l'expression d'AGP. (Figure 18). Tel que montre sur la 

figure 18A, une cotransfection du mutant SI05A de GATA-4 avec C/EBP8 n'entraine 

aucune modification significative de l'expression d'AGP comparativement a GATA-4 de 

type sauvage (environ 3 fois). Toutefois, une cotransfection du mutant S261D de GATA-4 

, avec C/EBP8 entraine une augmentation de la transactivation du promoteur AGP (environ 
/ i / 

4 fois), suggerant un role possible de la phosphorylation sur la serine 261 de GATA-4 par 

la PKA dans le controle de l'expression C/EBP- et GATA-4-dependante de l'ARNm 
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d'AGP. Ce resultat devra etre confirme en utilisant un controle de transfection comme; 

SV40 renilla. D'autre part, considerant l'impact negatif d'une surexpression de GATA-4 

sur I'expression des C/EBPs (TURGEON et al, 2008), nous avons verifie si le mutant 

SI05A pouvait aussi moduler I'expression des C/EBPs. Tel que demontre dans la figure 

18B, la surexpression de GATA-4 ou de GATA-4 SI05A dans les IEC-6 entraine une 

diminution de I'expression de C/EBPp et de C/EBPS. 
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Figure 18 : Activite des mutants de GATA-4 

(A) Des extraits de cellules HEK 293T transferees avec des vecteurs d'expression de 

C/EBP5 avec ou sans GATA-4, SI05A et S261D, et avec le gene rapporteur AGP-

luciferase, ont ete utilises afin de mesurer l'activite transcriptionnelle par essai luciferase 

(n = 1). (B) Immunobuvardage de type Western d'extraits de proteines nucleaires de 

cellules IEC-6 controle ou surexprimant GATA-4 de type sauvage ou le mutant SI05A, 

avec des anticorps contre GATA-4, C/EBPp, C/EBPS et actine comme controle de la 

quantite de proteines (n = 1). 
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

1. GATA-4 module la reponse inflammatoire intestinale chez le rat 

Les premiers indices nous permettant de suspecter un role de GATA-4 dans la reponse 

inflammatoire intestinale nous proviennent d'analyses d'essais de micropuces a ADN 

montrant qu'une surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 module I'expression de 

certains genes impliques dans la reponse inflammatoire. Sachant que les C/EBPs jouent 

un role important dans la reponse inflammatoire intestinale (BOUDREAU et al., 1998 ; 

PELLETIER et al., 1998 ; GHEORGHIU et al., 2001), et qu'ils peuvent interagir avec 

certains membres de la famille GATA (YAMAGUCHI et al., 1999 ; TONG et al., 2005), 

les premieres investigations effectuees dans notre laboratoire sur l'implication de GATA-

4 dans la reponse inflammatoire etaient de determiner si les C/EBPs pouvaient y etre 

impliques. Notre laboratoire a montre d'une part que GATA-4 peut interagir 

physiquement avec les C/EBPs dont C/EBP5 et moduler la reponse inflammatoire C/EBP-

dependante en affectant leur expression proteique et en modulant I'expression de genes de 

reponse inflammatoires C/EBP-dependants comme l'AGP, le thiostatin et l'haptoglobine 

(TURGEON et al., 2008). Le premier objectif de mon projet de maxtrise consistait a 

determiner si GATA-4 pouvait moduler la reponse inflammatoire induite par l'IL-ip dans 

les IEC-6 par d'autres voies cellulaires. 

1.1 GATA-4 affecte de fagon selective la phosphorylation des MAPK et d'Akt 

L'effet d'une surexpression de GATA-4 sur la phosphorylation des MAPK et d'Akt a ete 

mesure, considerant 1'importance de ces voies de signalisation dans plusieurs processus 

cellulaires, incluant la reponse au stress et la reponse inflammatoire. Mes resultats 

demontrent qu'une surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 conduit a une diminution de 

la phosphorylation IL-l-dependante de p42/p44 et d'Akt, mais pas de celle de Jnk et de 

p38. Ces resultats suggerent que GATA-4, en modulant la reponse inflammatoire, 

n'affecte pas p38 ou Jnk, les principales MAPK impliquees dans la reponse au stress 

(WHITMARSH et DEVIS, 1996 ; KYRIAKIS et AVRUCH, 1996 ; IP et DAVIS, 1998), 

mais aurait plutot un role represseur sur p42/p44 et Akt, des proteines connues davantage 

pour leur roles dans la proliferation et la survie cellulaire (JOHNSON et LAPADAT, 



2002 ;, TOKUNAGA et al., 2008) mais pouvant egalement etre impliquees dans la 

reponse inflammatoire (IMBE et al., 2008 ; VERHAEHGHE et al., 2007 ; IMBE et al., 

2005 ; (KIDD et al., 2008 ; ZHANG et al., 2007 ; SCHABBAUER et al., 2004). Un des 

roles possibles de GATA-4 pourrait done etre d'inhiber la reponse inflammatoire dans les 

cellules epitheliales intestinales face a certains types de stimuli en inhibant la voie 

p42/p44. Pour sa part, la voie de signalisation PI3-K/Akt est associee a un etat anti-

inflammatoire. II est done possible de croire qu'une surexpression de GATA-4 augmente 

la reponse inflammatoire en inhibant la voie Akt. II est aussi important de rappeler qu'une 

surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 mene a un phenotype hyperproliferatif. Ce 

faisant, si les voies p42/p44 et Akt, deux voies importantes pour la proliferation et la 

survie cellulaire, sont affectees negativement par GATA-4, d'autres voies et mecanismes 

pro-proliferatifs et/ou anti-apoptotiques devraient egalement etre induits pour justifier le 

phenotype hyperproliferatif des cellules IEC-6 surexprimant GATA-4. En provoquant une 

diminution de la phosphorylation de p42/p44 et d'Akt, GATA-4 semble inhiber deux 

voies de signalisation ayant des effets sur la reponse inflammatoire. Meme si nous 

pouvons supposer que GATA-4 pourrait accomplir certaines taches contradictoires lors de 

la reponse inflammatoire, d'autres investigations sont necessaires pour le confirmer. II 

serait entre autre important de valider Pinhibition ou l'activation de ces voies par des 

mecanismes complementaires tels que l'observation de l'expression de genes cibles ainsi 

que l'activation d'autres proteines de la voie de signalisation Erk ou Akt. De plus, comme 

il est frequemment rapporte dans la litterature, GATA-4 accomplit plusieurs de ses actions 

en se liant a differents cofacteurs capables de moduler son activite. II est done possible 

que certains de ces facteurs puissent intervenir dans la modulation GATA-4 dependante 

de la reponse inflammatoire et qu'au final, meme si on observe une baisse de 

phosphorylation pour p42/p44 et Akt, ces deux voies n'engendrent pas les memes 

reponses que celles repertoriees dans la litterature. Finalement, des resultats preliminaires 

suggerent que la phosphorylation de p42/p44 induite par le serum ou l'IL-ip est plus 

importante lorsque les cellules sont sous-confluentes (non montres). Sachant que GATA-4 

stimule la croissance cellulaire, il est possible de croire que l'inhibition de la 

phosphorylation de p42/p44 et d'Akt observe dans les cellules surexprimant GATA-4 soit 

) due a un effet indirect causee par une augmentation GATA-4-dependante des contacts 

cellules-cellules. 
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1.2 GATA-4 affecte C/EBP et AP-1 

Les membres des families C/EBPs et AP-1 sont d'importants modulateurs positifs de la 

reponse inflammatoire (POLI, 1998; MORIYAMA, 2008) et peuvent interagir 

physiquement avec GATA-4 (TREMBLAY et al., 2002 ; LAYOIE et al., 2004 ; HERZIG 

et al., 1997). L'interaction entre GATA-4 et C/EBP8 s'effectue via leurs domaines C-

terminaux respectifs (TURGEON et al., 2008). L'interaction entre GATA-4 et AP-1 a ete 

verifiee au niveau du coeur ou ils peuvent s'associer et lier le promoteur du gene du 

recepteur de l'angiotensine II de type la (ATlaR) (HERZIG et al, 1997). Mes resultats 

ont montre qu'en surexprimant GATA-4 dans les IEC-6 traitees a l'IL-ip, les facteurs 

AP-1 et C/EBPs sont davantage recrutes a l'ADN. Aussi, l'analyse des suretentions 

suggere qu'une surexpression de GATA-4 induit la liaison a l'ADN de cJun, alors que 

celle des isoformes C/EBPp et C/EBP5 est diminuee. Ces resultats suggerent d'une part 

qu'en affectant la reponse inflammatoire, GATA-4 influence d'autres facteurs de 

transcription et que cette modulation se fait en partie via la modulation de la liaison a 

l'ADN de ces facteurs. La diminution de la liaison a l'ADN des isoformes C/EBPp et 

C/EBP5 est probablement causee par une baisse d'expression proteique de ces facteurs tel 

que rapporte precedemment (TURGEON et al., 2008). Le fait de generer des facteurs de 

hauts poids moleculaires autant chez AP-1 que chez les C/EBPs suggere que dans les 

deux cas, la surexpression de GATA-4 engendre des changements dans la nature des 

complexes. Peut-etre que GATA-4 lui-meme, etant connu pour interagir physiquement 

avec AP-1 et C/EBP, pourrait etre responsable de ce retard de migration en se liant aux 

complexes C/EBPs et AP-1, bien que nous n'ayons pas d'evidence a ce sujet. II est 

egalement possible qu'en diminuant I'expression des isoformes C/EBPp et C/EBP8, une 

plus grande proportion des complexes soit composee de C/EBPa, une isoforme C/EBP 

plus lourde. 

1.3 GATA-4 affecte NF-KB 

NF-KB est l'un des facteurs de transcription les plus associes au systeme immunitaire et a 

la reponse inflammatoire (NEURATH et al., 1998). Mes resultats suggerent que la 

surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 traitees a l'IL-ip affecte la nature des 

complexes NF-KB. La liaison a l'ADN des sous-unites p50 et p65 est augmented. Aucune 

etude n'a encore mis en evidence une relation directe entre GATA-4 et NF-KB. II fut 

demontre in vivo que la crocetine, un caroteno'fde retrouve dans les fleurs de safran et qui 



possede certaines proprietes anti-oxydatives, pouvait reprimer l'hypertrophie et 

l'inflammation associee aux especes reactives de l'oxygene et que dans ce contexte, 

GATA-4 et NF-KB etaient simultanement reprimes. Toutefois, meme si ces deux 

evenements sont coordonnes, aucun lien causal entre eux n'a ete propose. (CAI et al., 

2009) L'augmentation GATA-4-dependante de la liaison a l'ADN des sous-unites p50 et 

p65 peut etre generee de fa9on directe, par interactions proteiques entre ces deux facteurs 

ou par effet transcriptionnel, ou indirecte, via l'implication d'autres facteurs. De maniere 

interessante, un site (A/T)GATA(A/G) est present sur le promoteur du gene NFKB1 

codant pour pi05, le precurseur de p50. Toutefois, ce site n'a jamais ete documente dans 

la litterature (TEN et al., 1992). Ce promoteur contient neanmoins un site AP-1, ce qui 

pourrait aussi suggerer qu'une surexpression de GATA-4 puisse moduler a la hausse 

l'expression de pl05/p50 via une augmentation de I'activite d'AP-1 (TEN et al., 1992). II 

serait neanmoins important de verifier si GATA-4 peut directement transactiver le gene 

NFKB1. Finalement, mes resultats demontrent que la quasi-totalite des complexes NF-KB 

formes dans les cellules IEC-6 surexprimant GATA-4 sont composes de p65, mais une 

fraction de ceux-ci seulement est composee de p50, suggerant qu'un troisieme facteur 

remplace partiellement p50 et forme des complexes avec p65. La realisation d'une 

suretention par l'ajout d'un anticorps specifique contre GATA-4 suggere toutefois que 

GATA-4 n'est pas ce troisieme facteur. D'autres etudes, comme des essais de 

precipitation a la GST seraient probablement utiles afm de s'assurer qu'il n'y a pas 

d'interaction proteique entre GATA-4 et les membres NF-KB. Si tel est le cas, il est alors 

possible de supposer que GATA-4, par effet transcriptionnel, induit l'expression d'un 

facteur capable de former des complexes avec certaines sous-unites NF-KB. Ensemble, ces 

resultats mettent en evidence des changements dans la nature des complexes NF-KB 

attribuables a une surexpression de GATA-4. Toutefois, il est impossible a l'heure 

actuelle de bien saisir les mecanismes par lesquels GATA-4 module NF-KB. 

1.4 GATA-4 affecte l'expression des genespro-inflammatoires CCL5 et iNOS 

La mesure de l'expression de differents genes pro-inflammatoires a ete effectuee afm de 

determiner si une surexpression de GATA-4 conduit egalement a des effets 

transcriptionnels en aval. Parmi les differents genes etudies, nous avons observe que 

CCL5 et iNOS etaient reprimes par une surexpression de GATA-4. CCL5 est une 

chimiokine capable de recruter les cellules T, dendritiques, eosinophiles, NK, basophiles 



et les mastocytes aux sites d'inflammation (LEVY, 2009). Son promoteur possede des 

sites «interferon-stimulated responsive element» (ISRE), «cyclic AMP-responsive 

element» (CRE), « nuclear factor-interleukin 6 » (NF-IL-6) et deux sites NF-KB (KUDO 

et al, 2005). C/EBP, AP-1 et NF-KB peuvent s'y lier et induire son expression (POCOCK 

et al, 2003). Pour sa part, iNOS est une enzyme d'expression inductible en reponse a 

divers stimuli inflammatoires qui synthetise l'oxyde nitrique, un agent aux multiples 

roles, dont celui de mediateur en condition inflammatoire (KEKLIKOGLU et al., 2008 ; 

DAGHIGH et al., 2002). Le promoteur d'iNOS possede des sites de liaison pour NF-KB, 

AP-1, C/EBP, CREB et STAT (AKTAN, 2004). Ces resultats nous permettent de 

supposer que meme si GATA-4 semble affecter de fa?on positive la liaison a l'ADN des 

facteurs de transcription C/EBP, AP-1 et NF-KB, GATA-4 induit une repression de la 

reponse inflammatoire demontree par la repression de deux genes CCL5 et iNOS pouvant 

etre transactives par C/EBP, AP-1 et NF-KB. Nous pouvons supposer que l'inhibition de 

ces deux genes est en partie causee par l'effet de GATA-4 sur les C/EBPs, qui en sont 

d'importants regulateurs. II serait interessant d'analyser I'expression d'autres cibles qui ne 

soient pas controlees par les C/EBPs avant d'envisager l'importance des autres voies 

modulees par GATA-4 dans le controle de I'expression de genes de reponse 

inflammatoire. 

1.5 Conclusions 

En surexprimant GATA-4 dans les IEC-6, nous avons pu remarquer que la 

phosphorylation de p42/p44 et d'Akt etait inhibee. L'activation de la voie p42/p44 

conduit habituellement a un etat pro-inflammatoire alors que celle d'Akt, a un etat anti-

inflammatoire. Si dans le modele cellulaire utilise pour mon projet, p42/p44 et Akt 

agissent de fa<?on similaire a ce qui rapporte, alors GATA-4, en inhibant ces deux voies, 

engendrerait des effets contraires sur l'inflammation, l'induisant d'une part via 

l'inhibition d'Akt, et l'inhibant d'autre part, en inhibant la voie p42/p44. II serait 

important de valider ces resultats et surtout de determiner si ces baisses de 

phosphorylation de p42/p44 et d'Akt coincident avec une inhibition de ces voies de 

signalisation. D'autre part, la surexpression de GATA-4 induirait la liaison a l'ADN des 

facteurs C/EBP, AP-1 et NF-KB tout eii provoquant des changements vers des complexes 

de plus hauts poids moleculaires. Je crois que meme si on observe une augmentation de la 

liaison a l'ADN de ces facteurs, la reponse inflammatoire est inhibee comme le suggere 



Pinhibition de l'expression de CCL5 et iNOS. D'autres genes, comme celui de l'IL-8 

peuvent etre transactives par C/EBP, AP-1, NF-KB, OU par des sous-groupes de ces 

regulateurs (HOFFMANN et al., 2002). II serait interessant de determiner si GATA-4 

affecte negativement leur expression. 

2. Production et caracterisation des mutants de GATA-4 

Le deuxieme objectif de mon projet de maitrise consistait a generer des mutants de 

GATA-4 afin de determiner l'importance des differents domaines proteiques et sites 

specifiques de GATA-4 dans la modulation de la reponse inflammatoire. Certains mutants 

de GATA-4 ont deja ete presentes dans la litterature. Par exemple, il a ete montre que 

GATA-4 peut partiellement remplacer GATA-3 dans le developpement des cellules T 

dans le thymus, mais transactive moins efficacement certaines cytokines telles que l'IL-13 

(PAI et al., 2008). La substitution de la proline 321 de GATA-4 par son equivalent 

methionine chez GATA-3 augmente considerablement l'expression de l'IL-13 (PAI et al., 

2008). Les mutants K311A, K318A, K320A et K322A de GATA-4, comparativement au 

type sauvage, sont incapables de lier p300, ce qui induit une diminution de l'expression 

d'ANF et ET-1 (TAKAYA et al. 2008). Les souris mutantes GATA-4ki/ki possedent une 

proteine GATA-4 avec une mutation V217G. Cette mutation empeche 1'interaction entre 

GATA-4 et FOG-2 et est letale au stade embryonnaire (CRISPINO et al., 2001). Pour ma 

part, j 'ai pu generer dans le vecteur pBabepuro les mutants specifiques S105A et S261D 

ainsi que les mutants de deletion pour le doigt de zinc N-terminal (A216-240) et C-

terminal A270-294), la region basique (A294-336) et la region riche en serines (A351-360) 

avec lesquels j'ai pu obtenir quelques resultats de caracterisation. Dans le vecteur 

pCDNA3, j 'ai pu generer les mutants specifiques S105D, S261A, S420.421A et 

S420.421D, pour lesquels un clonage dans pBabepuro suivi d'infections stables dans les 

IEC-6 seront necessaires afm de poursuivre la caracterisation. 

2.1 Expression proteique des mutants de GATA-4 

L'expression des W a n t s S105A, S261D, A216-240, A270-294, A294-33;6 et A351-360 

dans le vecteur pBabepuro a ete observee dans les IEC-6. L'expression des mutants 

S105D, S261A, S420.421A et S420.421D, obtenus dans le vecteur pCDNA3 a ete 



observee dans les HEK 293T. L'expression des mutants varie considerablement, et le 

mutant A216-294 n'a pu etre observe et a done ete considere comme controle negatif dans 

les experiences subsequentes. Cette variability s'explique probablement par des efficacites 

d'infection differentes d'un mutant a l'autre, ou par une instability structural pouvant etre 

provoquee suite a une deletion. 

2.2 Aspect microscopique et proliferation des mutants de GATA-4 

Des etudes anterieures sur l'aspect microscopique des cellules IEC-6 surexprimant 

GATA-4 de type sauvage ont ete realisees au laboratoire. Ces cellules sont plus bombees, 

elles sont plus epaisses et possedent des delimitations nettes. En plus d'aller dans le meme 

sens que ces resultats anterieurs, mes resultats montrent que la surexpression du mutant de 

GATA-4 delete pour le doigt de zinc N-terminal conduit de fa?on reproductible a un 

phenotype fibroblastique unique alors qu'une deletion du doigt de zinc C-terminal 

n'entraine aucun changement significatif. Ces resultats suggerent que le doigt de zinc N-

terminal de GATA-4 pourrait etre important dans le maintien du phenotype des cellules 

IEC-6 surexprimant GATA-4. II serait interessant de verifier si en surexprimant le mutant 

de GATA-4 delete pour le doigt de zinc N-terminal (A216-240) Porganisation des 

cytosquelettes d'actine est alteree, ce qui justifierait Papparition du phenotype 

fibroblastique particulier a ces cellules. II est aussi possible qu'en ne possedant pas le 

doigt de zinc N-terminal de GATA-4, les cellules IEC-6 entament un processus de 

transition epithelium-mesenchyme. II serait interessant de proceder a des tests de motilite 

et d'adhesion, ainsi qu'a la verification de l'expression de certains marqueurs tels que la 

E-cadherine, pour valider cette hypothese. Aussi, il est connu au laboratoire qu'une 

surexpression de GATA-4 de type sauvage dans les IEC-6 conduit a une augmentation de 

la vitesse de proliferation. Mes resultats confirment cette tendance et suggerent que 

comparativement aux cellules IEC-6 surexprimant GATA-4 de type sauvage, les cellules 

surexprimant le mutant delete pour la region basique (A294-336) prolifere moins 

rapidement et que les cellules surexprimant les mutants specifiques SI05A et S261D 

proliferent plus rapidement. Les autres mutations n'affectent pas significativement la 

proliferation des cellules. Dans les cardiomyocytes, GATA-4 est un effecteur en aval des 

voies « mammalian target of rapamycin » (mTOR)/Pli3-K/AKT et RhoA (ZEIDAN et al, 

2009 ; CHARRON et al, 2001). Toutefois, ces etudes ne s'interessent pas a des effets de 

GATA-4 en amont de ces voies et aucune etude du genre n'a ete realisee dans 



l'epithelium intestinal. Neanmoins, GATA-4 etant associe a l'hypertrophie cardiaque, il 

est possible de supposer qu'en le surexprimant dans les IEC-6, GATA-4 induit une plus 

grande expression de ses genes cibles, mimant l'effet d'une suractivation des voies 

mTOR/PI3-K/AKT et RhoA, ce qui pourrait conduire a un grossissement des cellules et a 

une proliferation accrue. Les contacts cellules-cellules semblent eux aussi augmentes par 

la surexpression de GATA-4. Toutefois, ceux-ci ne semblent pas en mesure de freiner la 

proliferation cellulaire. En effet, des experimentations effectuees au laboratoire ont permis 

de constater que les cellules GATA-4 continuent de proliferer apres l'atteinte de la 

confluence. Celles-ci demeurrent sous forme d'une monocouche de cellules epitheliales et 

l'excedent de cellules semblent etre exfoliees dans le milieu de culture. Une etude axee 

sur le phenomene permettrait d'etablir le lien entre la surexpression de GATA-4 et 

l'apparente contradiction qui relie la presence accrue de contacts cellulaires d'une part, et 

l'augmentation de la proliferation d'autre part. Les resultats obtenus au laboratoire sur 

l'augmentation de la proliferation sont clairs, tandis que des etudes plus poussees sur les 

contacts cellules-cellules dans les cellules GATA-4 seraient necessaires. 

2.3 Liaison a l'ADN et activite des mutants de GATA-4 

Pour verifier si les differents mutants de GATA-4 exprimes dans les IEC-6 etaient 

fonctionnels, des essais de liaison a l'ADN par gel de retention ont ete effectues. Mes 

resultats ont confirme que les mutants generes etaient capables de lier l'ADN. Une 

cotransfection de GATA-4 et C/EBP8 induit l'expression du gene AGP (TURGEON et 

al., 2008). Mes resultats ont montre que le mutant GATA-4 S261D (mimant une 

phosphorylation constitutive de GATA-4 sur la serine 261) induisait une augmentation de 

la transactivation du gene AGP, suggerant qu'une phosphorylation de GATA-4 sur serine 

261 par la PKA peut favoriser I'activite transcriptionnelle de GATA-4 sur le gene AGP. 

Finalement, la surexpression de GATA-4 de type sauvage dans les IEC-6 conduit a une 

diminution de l'expression des isoformes C/EBPp et C/EBPS (TURGEON et al., 2008). 

Mes resultats montrent qu'une surexpression du mutant GATA-4 SI05A (empechant la 

phosphorylation de GATA-4 sur la serine 105) conduit egalement a une diminution de 

l'expression de C/EBPp et C/EBP8, suggerant que la phosphorylation de GATA-4 par 

j p42/p44 sur la serine 105 n'est pas requise pour provoquer la diminution d'expression des/ 

C/EBPs induite par la surexpression de GATA-4. 
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2.4 Conclusions 

La generation des mutants de GATA-4 a permis de soulever certaines questions, mais 

celles-ci ne sont pas en lien direct avec la modulation de la reponse inflammatoire. D'une 

part, j 'ai souleve la possibility qu'une deletion du doigt de zinc N-terminal de GATA-4 

puisse provoquer des changements importants du phenotype microscopique des cellules 

IEC-6 et qu'une deletion de la region basique, ou encore les mutations SI05A et S261D 

pouvaient affecter la proliferation cellulaire, renfor?ant l'hypothese que GATA-4 pourrait 

jouer plusieurs roles dans l'epithelium intestinal. Toutefois, il sera interessant, une fois les 

mutants biens caracterises, d'etudier les differences engendrees par la surexpression de 

ces mutants sur la modulation de voies de signalisation telles que les MAPK ou Akt, sur 

certains facteurs de transcription tels que AP-1, C/EBP et NF-KB, et egalement sur 

l'expression de genes pro-inflammatoires tels que certaines cytokines et chimiokines. Des 

essais supplementaires seront effectues pour generer le mutant delete pour les deux doigts 

de zinc (A216-294). Ce mutant sera determinant pour mieux comprendre le role des doigts 

de zinc comparativement aux autres domaines de GATA-4. 

3. Conclusion generate 

Mon projet de recherche etait divise en deux objectifs. Le premier objectif etait de 

determiner comment GATA-4 affecte la reponse inflammatoire intestinale et le second 

etait de generer des mutants pour evaluer la contribution des differents domaines de 

GATA-4 dans la modulation de la reponse inflammatoire. Les premieres etudes effectuees 

au laboratoire en ce sens ont revele que GATA-4 pouvait interagir avec C/EBPS et 

moduler l'expression de genes pro-inflammatoires C/EBP-dependants. Mes resultats ont 

permis de determiner que GATA-4 inhibait les voies p42/p44 et Akt, que GATA-4 

augmentait la liaison a l'ADN des facteurs de transcription AP-1, C/EBP et NF-KB, et 

diminuait l'expression de CCL5 et iNOS, deux genes sous le controle de AP-1, C/EBP et 

NF-KB, sont reprimes. La generation de mutants de GATA-4 a pu mettre en evidence un 

role du premier doigt de zinc de GATA-4 dans la modification de la morphologie des 

IEC-6, ainsiiqu'un role de la region basique et des sites de phosphorylation SI05 et S261 

dans la vitesse de proliferation de ces cellules. 
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Dans l'epithelium intestinal, l'expression proteique de GATA-4/-augmente pendant le 

processus de differentiation enterocytaire. Aussi, en se differencial, les cellules 

epitheliales intestinales migrent vers les villosites, s'exposant davantage au contenu de la 

lumiere intestinale. Pour cela, ces cellules acquierent une tolerance face a 1'inflammation 

en inhibant par exemple, l'expression de certains recepteurs de surface tels que TLR-2 et 

TLR-4 et en induisant l'expression de proteines inhibitrices telles que Tollip. II est 

possible que dans ce contexte, GATA-4 participe a l'instauration de cette tolerance et ce 

de diverses fafons, que ce soit par l'inhibition de voies de signalisation comme p42/p44, 

par la modification de la nature des complexes de facteurs de transcription relies a 

l'inflammation comme C/EBP, AP-1 et NF-KB OU encore via l'augmentation de 

l'expression d'un ou de plusieurs corepresseurs capables de lier ces facteurs et inhiber leur 

fonctions. II est possible que l'augmentation de l'adhesion cellule-cellule puisse etre en 

partie responsable de la modulation GATA-4-dependante le la reponse inflammatoire 

intestinale. Ceci pourrait constituer une avenue de recherche excitante. 

i I 
i 
/ 

92 



REMERCIEMENTS 

Mon passage dans le laboratoire du professeur Claude Asselin a ete probablement un des 

moments des plus enrichissant de ma vie. J'y ai accompli deux stages pendant mon 

baccalaureat ainsi que ma maitrise. Son enseignement a ete d'une valeur inestimable. 

Grace a lui, je comprends mieux la notion d'etudes superieures, une notion qui englobe 

l'integration et la maitrise de la connaissance, mais aussi beaucoup de developpement 

personnel, d'acquisition d'outils pour l'avenir, de gestion du stress, ainsi que de la 

reconnaissance de ses forces et faiblesses, tout en saisissant mieux leur portee. Pour tout 

cela, je tiens a lui faire part de mes plus sinceres remerciements et je tiens a ce qu'il sache 

que je me sens grandi en quittant son laboratoire. 

Ensuite, je tiens a adresser un merci special au professeur Francois Boudreau, avec qui 

j'ai pu echanger sur plusieurs sujets differents dans le cadre de mon projet de recherche. 

Son enseignement et ses conseils, gratuits, sinceres et pleins de bonne volonte m'ont 

apporte beaucoup. Je tiens egalement a remercier tous les autres professeurs du 

departement d'anatomie et de biologie cellulaire qui ensemble forment une elite 

scientifique hors pair dont je me souviendrai toute ma vie. 

Ma maitrise n'aurait jamais ete ce qu'elle a ete sans la presence de tous les etudiants, 

assistants de recherches et stagiaires qui ont travaille avec moi. Merci a Naomie Turgeon, 

pour son incroyable patience et pour ses grandes connaissances de la science et des 

techniques de laboratoire. Merci a Evelyne Roy, avec qui j'ai developpe une amitie 

profonde et qui m'a permis de rire a en pleurer a quelques reprises, ainsi que pour toutes 

les notions qu'elle m'a transmises pendant mon stage d'ete 2006. Merci a Andreane 

Carrier pour ses conseils et pour nos discussions sur toute sorte de sujets scientifiques et 

moins scientifiques. Merci a Genevieve Doyon, qui a supervise mon premier stage de 

baccalaureat, a Mylene Blais, pour sa presence et ses conseils lors de mon premier stage, a 

Jean-Franfois Delabre, pour ses connaissances scientifiques, mais aussi pour son excellent 

coup droit de tennis. Merci a Sebastien Mongrain et Ghassan Bkaily Junior, sans qui les 

divertissements a l'exterieui- des heures d'etudes auraient ete forts moins palpitants. Merci 

aux stagiaires qui sont passees au laboratoire: Maude St-Onge, Suzanne Gascon, Julie 

Moore-Gagne, Caroline Valiquette et tout particulierement Catherine Deschenes que j'ai 

93 



eu le plaisir de superviser. Merci a Chantale Provost, etudiante au doctorat chez le 

professeur Ghassan Bkaily, sans qui je n'aurais probablement jamais pris la decision de 

poursuivre mes etudes au doctorat. 

Finalement, je tiens a remercier ma famille ainsi que mes amis qui tout au long de ma 

maitrise, ont connu et supporte mes hauts comme mes bas. Ils ont su me reconforter et me 

feliciter peu importe le moment. 

Merci a tous de croire en moi. 

/ 
/ 

) 
/ 

94 



REFERENCES 

Agnihotri S., Wolf A., Picard D., Hawkins C. et Guha A. (2009) GATA4 is a regulator of 

astrocyte cell proliferation and apoptosis in the human and murine central nervous 

system. Oncogene. 28(34):3033-46. 

Aktan F. (2004) iNOS-mediated nitric oxide production arid its regulation. Life Sci. 

75(6):639-53. 

Al-azzeh E. D., Fegert P., Blin N. et Gott P. (2000) Transcription factor GATA-6 

activates expression of gastroprotective trefoil genes TFF1 and TFF2. Biochim Biophys 

Acta. 1490(3):324-32. 

Arceci R. J., King A. A., Simon M. C., Orkin S. H. et Wilson D. B. (1993) Mouse GATA-

4: a retinoic acid-inducible GATA-binding transcription factor expressed in endodermally 

derived tissues and heart. Mol Cell Biol. 13(4):2235-46. 

Ariel A. et Serhan C. N. (2007) Resolvins and protectins in the termination program of 

acute inflammation. Trends Immunol. 28(4): 176-83. 

Artis D. (2008) Epithelial-cell recognition of commensal bacteria and maintenance of 

immune homeostasis in the gut. Nat Rev Immunol. 8(6):411-20. 

Barnes P. J. (2008) Role of GATA-3 in allergic diseases. Curr Mol Med. 8(5):330-4. 

Battle M. A., Bondow B. J., Iverson M. A., Adams S. J., Jandacek R. J., Tso P. et Duncan 

SA. (2008) GATA4 is essential for jejunal function in mice. Gastroenterology. 

135(5): 1676-86. 

Baumann H., Morella K. K., Jahreis G. P. et Marinkovic S. (1990) Distinct regulation of 

) the interleukin-1 and interleukin-6 response elements of the rat haptoglobin gene in rat j 

and human hepatoma cells. Mol Cell Biol. 10(11): 5967-76. 

95 



Belaguli N. S., Zhang M., Rigi M., Aftab M. et Berger D. H. (2007) Cooperation between 

GATA4 and TGF-beta signaling regulates intestinal epithelial gene expression. Am J 

Physiol Gastrointest Liver Physiol. 292(6):G1520-33. 

Bell F. R. et Mostaghni K. (1975) Duodenal control of gastric emptying in the milk-fed 

calf J Physiol. 245(2): 387^107. 

Beuling E., Bosse T., aan de Kerk D. J., Piaseckyj C. M., Fujiwara Y., Katz S. G., Orkin 

S. H., Grand R. J. et Krasinski S. D. (2008) GATA4 mediates gene repression in the 

mature mouse small intestine through interactions with friend of GATA (FOG) cofactors. 

Dev Biol. 322(1): 179-89. 

Bosse T., Piaseckyj C. M., Burghard E., Fialkovich J. J., Rajagopal S., Pu W. T. et 

Krasinski S. D. (2006) Gata4 is essential for the maintenance ofjejunal-ileal identities in 

the adult mouse small intestine. Mol Cell Biol. 26(23):9060-70. 

Boudreau F., Rings E. H., van Wering H. M., Kim R. K., Swain G. P., Krasinski S. D., 

Moffett J., Grand R. J., Suh E. R. et Traber P. G. (2002) Hepatocyte nuclear factor-1 

alpha, GATA-4, and caudal related homeodomain protein Cdx2 interact functionally to 

modulate intestinal gene transcription. Implication for the developmental regulation of 

the sucrase-isomaltase gene. J Biol Chem. 277(35):31909-17. 

Boudreau F., Zhu Y. et Traber P. G. (2001) Sucrase-isomaltase gene transcription 

requires the hepatocyte nuclear factor-1 (HNF-1) regulatory element and is regulated by 

the ratio of HNF-1 alpha to HNF-1 beta. J Biol Chem. 276(34):32122-8. 

Boudreau F., Yu S.J. et Asselin C. (1998) CCAAT/enhancer binding proteins beta and 

delta regulate alphal-acid glycoprotein gene expression in rat intestinal epithelial cells. 

DNA Cell Biol. 17(8):669-77. 

Brikos C., Wait R., Biegum S., O'Neill L. A. et Saklatvala J. (2007) Mass spectrometry 

analysis of the endogenous type I interleukin-1 (IL-1) receptor signaling complex formed 

96 



after IL-1 binding identifies IL-lRAcP, MyD88, and IRAK-4 as the stable components. 

Mol Cell Proteomics. 6(9):1551-9. 

Cai J., Yi F. F., Bian Z. Y., Shen D. F., Yang L., Yan L., Tang Q. Z., Yang X. C. et Li H. 

(2009) Crocetin protects against cardiac hypertrophy by blocking MEK-ERK1/2 

signalling pathway. J Cell Mol Med. 13(5):909-25. 

Cartier A. (2008) Memoire : Identification des domaines de Cdx2/3 impliques dans la 

regulation de son activite transcriptionnelle par la phosphorylation. Universite de 

Sherbrooke, Sherbrooke, QC, Canada. 

Charron F., Tsimiklis G., Arcand M., Robitaille L., Liang Q., Molkentin J. D., Meloche S. 

et Nemer M. (2001) Tissue-specific GATA factors are transcriptional effectors of the 

small GTPase RhoA. Genes Dev. 15(20):2702-19. 

Charron F. et Nemer M. (1999) GATA transcription factors and cardiac development. 

Semin Cell Dev Biol. 10(1):85-91. 

Chaudhary S. C., Alam M. S., Siddiqui M. S et Athar M. (2009) Perillyl alcohol 

attenuates Ras-ERK signaling to inhibit murine skin inflammation and tumorigenesis. 

Chem Biol Interact. 179(2-3): 145-53. 

Cheung P. F., Wong C. K., Ip W. K. et, Lam C. W. (2008) FAK-mediated activation of 

ERK for eosinophil migration: a novel mechanism for infection-induced allergic 

inflammation. Int Immunol. 20(3):353-63. 

Chiu W. Y., Chen H. W., Chao H. W., Yann L. T. et Tsai K. S. (2006) Identification of 

three novel mutations in the GATA3 gene responsible for familial hypoparathyroidism 

and deafness in the Chinese population. J Clin Endocrinol Metab. 91(11):4587-92. 

Crispino J. D. et al. (2001) Proper coronary vascular development and heart 

morphogenesis depend on interaction of GATA-4 with FOG cofactors. Genes Dev. 

15(7):839-44. 

97 



Daghigh F., Borghaei R. C., Thornton R. D. et Bee J. H. (2002) Human gingival 

fibroblasts produce nitric oxide in response to proinflammatory cytokines. J Periodontal. 

73(4):392-400. 

Dai Y. S., Cseijesi P., Markham B. E. et Molkentin J. D. (2002) The transcription factors 

GATA4 and dHAND physically interact to synergistically activate cardiac gene 

expression through ap300-dependent mechanism. J Biol Chem. 277(27):24390-8. 

Dai Y. S. et Markham B. E. (2001) p300 Functions as a coactivator of transcription 

factor GATA-4. J Biol Chem. 276(40):37178-85. 

Di Lisi R., Millino C., Calabria E., Altruda F., Schiaffmo S. et Ausoni S. (1998) 

Combinatorial cis-acting elements control tissue-specific activation of the cardiac 

troponin I gene in vitro and in vivo. J Biol Chem. 273(39):25371-80. 

Divine J. K., Staloch L. J., Haveri H., Jacobsen C. M., Wilson D. B., Heikinheimo M. et 

Simon T. C. (2004) GATA-4, GATA-5, and GATA-6 activate the rat liver fatty acid 

binding protein gene in concert with HNF-lalpha. Am J Physiol Gastrointest Liver 

Physiol. 287(5):G1086-99. 

Durocher D., Charron F., Warren R., Schwartz R. J. wr Nemer M. (1997) The cardiac 

transcription factors Nkx2-5 and GATA-4 are mutual cofactors. EMBO J. 16(18):5687-

96. 

Dusing M. R., Wiginton D. A. (2005) Epithelial lineages of the small intestine have 

unique patterns of GATA expression. J Mol Histol. 36(1 -2): 15-24. 

Essakalli M., Atouf O., Bennani N., Benseffaj N., Ouadghiri S. et Brick C. (2009) Toll-

like recepteurs. Pathol Biol. (Paris). 57(5):430-8. [Fran?ais] 

98 



Fujimaki S., Harigae H., Sugawara T., Takasawa N., Sasaki T. et Kaku M. (2001) 

Decreased expression of transcription factor GATA-2 in haematopoietic stem cells in 

patients with aplastic anaemia. Br J Haematol. 113(l):52-7. 

Gao X., Sedgwick T., Shi Y. B. et Evans T. (1998) Distinct functions are implicated for 

the GATA-4, -5, and -6 transcription factors in the regulation of intestine epithelial cell 

differentiation. Mol Cell Biol. 18(5):2901-M. 

Garg V., Kathiriya I. S., Barnes R., Schluterman M. K., King I. N., Butler C. A., Rothrock 

C. R , Eapen R. S., Hirayama-Yamada K., Joo K., Matsuoka R , Cohen J. C. et Srivastava 

D. (2003) GATA4 mutations cause human congenital heart defects and reveal an 

interaction with TBX5. Nature. 424(6947):443-7. 

Gendron F. P., Mongrain S., Laprise P., McMahon S., Dubois C. M., Blais M., Asselin C. 

et Rivard N. (2006) The CDX2 transcription factor regulates furin expression during 

intestinal epithelial cell differentiation. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 

290(2):G310-8. 

Gheorghiu I., Deschenes C., Blais M., Boudreau F., Rivard N. et Asselin C. (2001) Role 

of specific CCAAT/enhancer-binding protein isoforms in intestinal epithelial cells. J Biol 

Chem. 276(47):44331-7. 

Grepin C., Nemer G. et Nemer M. (1997) Enhanced cardiogenesis in embryonic stem 

cells over expressing the GATA-4 transcription factor. Development. 124(12) :2387-95. 

Guarner F. et Malagelada J. R. (2003) Gut flora in health and disease. Lancet. 

361(9356):512-9. 

Harigae H. (2006) GATA transcription factors and hematological diseases. Tohoku J 

Exp Med. 210(l):l-9. 

Harris G., Kuoljee R. et Chen W. (2006) Role of Toll-like receptors in health and diseases 

of gastrointestinal tract. World J Gastroenterol. 12(14):2149-60. 

99 



Haveri H., Ashorn M., Iltanen S., Wilson D. B., Andersson L. C. et Heikinheimo M. 

(2009) Enhanced expression of transcription factor GATA-4 in inflammatory bowel 

disease and its possible regulation by TGF-betal. J Clin Immunol. 29(4):444-53. 

Haveri H., Westerholm-Ormio M., Lindfors K., Maki M., Savilahti E., Andersson L. C. et 

Heikinheimo M. (2008) Transcription factors GATA-4 and GATA-6 in normal and 

neoplastic human gastrointestinal mucosa. BMC Gastroenterol. 8:9. 

Hayden M. S. et Ghosh S. (2008) Shared principles in NF-kappaB signaling. Cell. 

132(3):344-62. 

Heath J. P. (1996) Epithelial cell migration in the intestine. Cell Biol Int. 20(2): 139-46. 

Herzig T. C., Jobe S. M., Aoki H., Molkentin J. D., Cowley A. W. Jr, Izumo S. et 

Markham B. E. (1997) Angiotensin II type la receptor gene expression in the heart: AP-1 

and GATA-4 participate in the response to pressure overload. Proc Natl Acad Sci U S A . 

94(14):7543-8. 

Ho C. K., Wood J. R., Stewart D. R., Ewens K., Ankener W., Wickenheisser J., Nelson-

Degrave V., Zhang Z., Legro R. S., Dunaif A., McAllister J. M., Spielman R. et Strauss 

JF 3rd. (2005) Increased transcription and increased messenger ribonucleic acid (mRNA) 

stability contribute to increased GATA6 mRNA abundance in polycystic ovary syndrome 

theca cells. J Clin Endocrinol Metab. 90(12):6596-602. 

Hoffmann E., Dittrich-Breiholz O., Holtmann H. et Kracht M. (2002) Multiple control of 

interleukin-8 gene expression. J Leukoc Biol. 72(5):847-55. 

Holtzinger A. et Evans T. (2005) Gata4 regulates the formation of multiple organs. 

Development. 132(17):4005-14. 

Hornef M. W., Normark B. H., Vandewalle A. et Normark S. (2003) Intracellular 

/ recognition of lipopolysaccharide by toll-like receptor 4 in intestinal epithelial cells. J 

Exp Med. 198(8):1225-35. 

100 



Houde M., Laprise P., Jean D., Blais M., Asselin C. et Rivard N. (2001) Intestinal 

epithelial cell differentiation involves activation of p38 mitogen-activated protein kinase 

that regulates the homeobox transcription factor CDX2. J Biol Chem. 276(24):21885-94. 

Huang T. T., Kudo N., Yoshida M. et Miyamoto S. (2000) A nuclear export signal in the 

N-terminal regulatory domain of IkappaBalpha controls cytoplasmic localization of 

inactive NF-kappaB/IkappaBalpha complexes. Proc Natl Acad Sci U S A . 97(3): 1014-9. 

Imbe H., Kimura A., Okamoto K., Donishi T., Aikawa F., Senba E. et Tamai Y. (2008) 

Activation of ERK in the rostral ventromedial medulla is involved in hyperalgesia during 

peripheral inflammation. Brain Res. 2;1187:103-10. 

Imbe H., Okamoto K., Okamura T., Kumabe S., Nakatsuka M., Aikawa F., Iwai-Liao Y. 

et Senba E. (2005) Effects ofperipheral inflammation on activation of ERK in the rostral 

ventromedial medulla. Brain Res. 1063(2): 151-8. 

Ip H.S., Wilson D. B., Heikinheimo M., Tang Z., Ting C. N., Simon M. C., Leiden J. M. 

et Parmacek M. S. (1994) The GATA-4 transcription factor transactivates the cardiac 

muscle-specific troponin C promoter-enhancer in nonmuscle cells. Mol Cell Biol. 

14(11):7517-26. 

Ip Y. T., Davis R. J. (1998) Signal transduction by the c-Jun N-terminal kinase (JNK)— 

from inflammation to development. Curr Opin Cell Biol. 10(2):205-19. 

Jacobsen C. M., Narita N., Bielinska M., Syder A. J., Gordon J. I. et Wilson D. B. (2002). 

Genetic mosaic analysis reveals that GATA-4 is required for proper differentiation of 

mouse gastric epithelium. Dev Biol. l;241(l):34-46. 

Jensen J., Pedersen E. E., Galante P., Hald J., Heller R. S., Ishibashi M., Kageyama R., 

Guillemot F., Serup P. et Madsen O. D. (2000) Control of endodermal endocrine 

development by Hes-1. Nat Gehet. 24(l):36-44. j 

101 



Johnson C., Van Antwerp D./et Hope T. J. (1999). An N-terminal nuclear export signal is 

requiredfor the nucleocytoplasmic shuttling of IKB<X. EMBO J. 18:6682-93. 

Johnson G. L. et Lapadat R. (2002) Mitogen-activatedprotein kinase pathways mediated 

by ERK, JNK, andp38protein kinases. Science. 298(5600): 1911-2. 

Kamnasaran D., Qian B., Hawkins C., Stanford W. L. et Guha A. (2007) GATA6 is an 

astrocytoma tumor suppressor gene identified by gene trapping of mouse glioma model. 

Proc Natl Acad Sci U S A . 104(19):8053-8. 

Karin M., Liu Z. et Zandi E. (1997) AP-1 function and regulation. Curr Opin Cell Biol. 

9(2):240-6. 

Kawamura T., Ono K., Morimoto T., Wada H., Hirai M., Hidaka K., Morisaki T., Heike 

T., Nakahata T., Kita T. et Hasegawa K. (2005) Acetylation of GATA-4 is involved in the 

differentiation of embryonic stem cells into cardiac myocytes. J Biol Chem. 

280(20): 19682-8. 

Keklikoglu N., Koray M., Kocaelli H. et Akinci S. (2008) iNOS expression in oral and 

gastrointestinal tract mucosa. Dig Dis Sci. 53(6): 1437-42. 

Kessler-Icekson G., Barhum Y., Schaper J., Schaper W., Kaganovsky E. et Brand T. 

(2002) ANP expression in the hypertensive heart. Exp Clin Cardiol. 7(2-3):80-4. 

Kelley C., Blumberg H., Zon L. I. et Evans T. (1993) GATA-4 is a novel transcription 

factor expressed in endocardium of the developing heart. Development. 118(3): 817-27. 

Ketola I., Toppari J., Vaskivuo T., Herva R., Tapanainen J. S. et Heikinheimo M. (2003) 

Transcription factor GATA-6, cell proliferation, apoptosis, and apoptosis-related proteins 

Bcl-2 and Box in human fetal testis. J Clin Endocrinol Metab. 88(4): 1858-65. 
> ) j ) 

Kidd L. B., Schabbauer G. A., Luyendyk J. P., Holscher T. D., Tilley R. E., Tencati M. et 

Mackman N. (2008) Insulin activation of the phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase 

102 



B (Akt) pathway reduces lipopolysaccharide-induced inflammation in mice. J Pharmacol 

Exp Ther. 326(l):348-53. 

Kudo T., Lu H., Wu J. Y., Graham D. Y., Casola A. et Yamaoka Y. (2005) Regulation of 

RANTES promoter activation in gastric epithelial cells infected with Helicobacter pylori. 

Infect Immun. 73(11):7602-12. 

Kuo C. T., Morrisey E. E., Anandappa R., Sigrist K., Lu M. M., Parmacek M. S., Soudais 

C. et Leiden J. M. (1997) GATA4 transcription factor is required for ventral 

morphogenesis and heart tube formation. Genes Dev. 11(8): 1048-60. 

Kyriakis J. M. et Avruch J. (1996) Protein kinase cascades activated by stress and 

inflammatory cytokines. Bioessays. 18(7):567-77. 

Kyronlahti A., Ramo M., Tamminen M., Unkila-Kallio L., Butzow R., Leminen A., 

Nemer M., Rahman N., Huhtaniemi I., Heikinheimo M. et Anttonen M. (2008) GATA-4 

regulates Bcl-2 expression in ovarian granulosa cell tumors. Endocrinology. 

149(11):5635-42. 

Laitinen M. P., Anttonen M., Ketola I., Wilson D. B., Ritvos O., Butzow R. et 

Heikinheimo M. (2000) Transcription factors GATA-4 and GATA-6 and a GATA family 

cofactor, FOG-2, are expressed in human ovary and sex cord-derived ovarian tumors. J 

Clin Endocrinol Metab. 85(9):3476-83. 

LaVoie H. A., Singh D., Hui Y. Y. (2004) Concerted regulation of the porcine 

steroidogenic acute regulatory protein gene promoter activity by follicle-stimulating 

hormone and insulin-like growth factor I in granulosa cells involves GATA-4 and 

CCAAT/enhancer binding protein beta. Endocrinology. 145(7):3122-34. 

Lee Y., Shioi T., Kasahara H., Jobe S. M., Wiese R. J., Markham B. E. et Izumo S. (1998) 

j The cardiac tissue-restricted homeobox protein Csx/Nkx2.5 physically associates with the 

zinc finger protein GATA4 and cooperatively activates atrial natriuretic factor gene 

expression. Mol Cell Biol. 18(6):3120-9. 

103 



Levy J. A. (2009) The unexpected pleiotropic activities of RANTES. J Immunol. 

182(7):3945-6. 

Liang Q., Wiese R. J., Bueno O. F., Dai Y. S., Markham B. E. et Molkentin J. D. (2001) 

The transcription factor GATA4 is activated by extracellular signal-regulated kinase 1-

and 2-mediated phosphorylation of serine 105 in cardiomyocytes. Mol Cell Biol. 

21(21):7460-9. 

Lu J. R., McKinsey T. A., Xu H., Wang D. Z., Richardson J.A. et Olson E. N. (1999) 

FOG-2, a heart- and brain-enriched cofactor for GATA transcription factors. Mol Cell 

Biol. 19(6):4495-502. 

Maeda A., Moriguchi T., Hamada M., Kusakabe M., Fujioka Y., Nakano T., Yoh K., Lim 

K. C., Engel J. D. et Takahashi S. (2009) Transcription factor GATA-3 is essential for 

lens development. Dev Dyn. 238(9):2280-2291. 

Molkentin J. D. (2000) The zinc finger-containing transcription factors GATA-4, -5, and -

6. Ubiquitously expressed regulators of tissue-specific gene expression. J Biol Chem. 

275(50):38949-52. 

Molkentin J. D., Lu J. R., Antos C. L., Markham B., Richardson J., Robbins J., Grant S. 

R. et Olson E. N. (1998) A calcineurin-dependent transcriptional pathway for cardiac 

hypertrophy. Cell. 93(2):215-28. 

Molkentin J. D., Lin Q., Duncan S. A. et Olson E. N. (1997) Requirement of the 

transcription factor GATA4 for heart tube formation and ventral morphogenesis. Genes 

Dev. 11 (8): 1061-72. 

Molkentin J. D., Kalvakolanu D. V. et Markham B. E. (1994) Transcription factor GATA-

4 regulates cardiac muscle-specific expression of the alpha-myosin heavy-chain gene. 

Mol Cell Biol. 14(7):4947-57. 

104 



Mongrain S. (2007) Memoire : Caracterisation du mecanisme de regulation de ,Cdx2 par 

la MAP kinase p38 et de l'implication de Cdx2 dans la dijferenciaion des cellules 

epitheliales intestinales. Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, QC, Canada. 

Morin S., Charron F., Robitaille L. et Nemer M. (2000) GATA-dependent recruitment of 

MEF2 proteins to target promoters. EMBO J. 19(9):2046-55. 

Morisco C., Seta K., Hardt S. E., Lee Y., Vatner S. F. et Sadoshima J. (2001) Glycogen 

synthase kinase 3beta regulates GATA4 in cardiac myocytes. J Biol1 Chem. 

276(30):28586-97. 

Moriyama I., Ishihara S., Rumi M. A., Aziz M. D., Mishima Y., Oshima N., Kadota C., 

Kadowaki Y., Amano Y. et Kinoshita Y. (2008) Decoy oligodeoxynucleotide targeting 

activator protein-1 (AP-1) attenuates intestinal inflammation in murine experimental 

colitis. Lab Invest. 88(6):652-63. 

Murphy A. M., Thompson W. R., Peng L. F. et Jones L 2nd. (1997) Regulation of the rat 

cardiac troponin I gene by the transcription factor GATA-4. Biochem J. 322 ( Pt 2):393-

401. 

Nakajima T., Kinoshita S., Sasagawa T., Sasaki K., Naruto M., Kishimoto T. et Akira S. 

(1993) Phosphorylation at threonine-235 by a ras-dependent mitogen-activated protein 

kinase cascade is essential for transcription factor NF-IL6. Proc Natl Acad Sci U S A . 

90(6): 2207-11. 

Nakamura Y., Ghaffar O., Olivenstein R., Taha R. A., Soussi-Gounni A., Zhang D. H., 

Ray A. et Hamid Q. (1999) Gene expression of the GATA-3 transcription factor is 

increased in atopic asthma. J Allergy Clin Immunol. 103(2 Pt l):215-22. 

Narita N., Bielinska M. et Wilson D. B. (1997) Wild-type endoderm abrogates the ventral 

developmental defects associated with GATA-4 deficiency in the mouse. Dev Biol. 

189(2):270-4. 

105 



Nemer G., Qureshi S. T., Malo D. et Nemer M. (1999) Functional analysis and 

chromosomal mapping of Gata5, a gene encoding a zinc finger DNA-binding protein. 

Mamm Genome. 10(10):993-9. 

Nemer G. et al. (2006) A novel mutation in the GATA4 gene in patients with Tetralogy of 

Fallot. Hum Mutat. 27(3):293-4 

Neurath M. F., Becker C. et Barbulescu K. (1998) Role of NF-kappaB in immune and 

inflammatory responses in the gut. Gut. 43(6):856-60. 

Nichols K. E., Crispino J. D., Poncz M., White J. G., Orkin S. H., Maris J. M. et Weiss M. 

J. (2000) Familial dyserythropoietic anaemia and thrombocytopenia due to an inherited 

mutation in GATA1. Nat Genet. 24(3):266-70. 

Okubo A., Miyoshi O., Baba K., Takagi M., Tsukamoto K., Kinoshita A., Yoshiura K., 

Kishino T., Ohta T., Niikawa N. et Matsumoto N. (2004) A novel GATA4 mutation 

completely segregated with atrial septal defect in a large Japanese family. J Med Genet. 

41(7):e97. 

Omichinski J. G., Trainor C., Evans T., Gronenborn A. M., Clore G. M. et Felsenfeld G. 

(1993) A small single-"finger" peptide from the erythroid transcription factor GATA-1 

binds specifically to DNA as a zinc or iron complex. Proc Natl Acad Sci U S A. 

90(5): 1676-80. 

Pai S. Y., Kang B. Y., Sabadini A. M., Parisini E., Truitt M. L. et Ho I. C. (2008) Distinct 

structural requirements of GATA-3 for the regulation of thymocyte and Th2 cell 

differentiation. J Immunol. 180(2): 1050-9. 

Palm N. W. et Medzhitov R. (2009) Pattern recognition receptors and control of adaptive 

immunity. Immunol Rev. 227(l):221-33. 

106 



Pelletier N., Boudreau F., Yu S. J., Zannoni S., Boulanger V. et Asselin C. (1998) 

Activation of haptoglobin gene expression by cAMP involves CCAAT/enhancer-binding 

protein isoforms in intestinal epithelial cells. FEBS Lett. 439(3): 275-80. 

Perkins N. D. (2007) Integrating cell-signalling pathways with NF-kappaB and IKK 

function. Nat Rev Mol Cell Biol. 8(l):49-62. 

Philips A. S., Kwok J. C. et Chong B. H. (2007) Analysis of the signals and mechanisms 

mediating nuclear trafficking of GATA-4. Loss of DNA binding is associated with 

localization in intranuclear speckles. J Biol Chem. 282(34):24915-27. 

Pocock J., Gomez-Guerrero C., Harendza S., Ayoub M., Hernandez-Vargas P., Zahner G., 

Stahl R. A. et Thaiss F. (2003) Differential activation ofNF-kappa B, AP-1, and C/EBP in 

endotoxin-tolerant rats: mechanisms for in vivo regulation of glomerular RANTES/CCL5 

expression. J Immunol. 170(12):6280-91. 

Poli V. (1998) The role of C/EBP isoforms in the control of inflammatory and native 

immunity functions. J Biol Chem. 273(45):29279-82. 

Ramji D. P. et Foka P. (2002) CCAAT/enhancer-binding proteins: structure, function and 

regulation. Biochem. J. 365(Pt 3): 561-75. 

Reamon-Buettner S. M. et Borlak J. (2005) GATA4 zinc finger mutations as a molecular 

rationale for septation defects of the human heart. J Med Genet. 42(5):e32. 

Reamon-Buettner S. M., Cho S. H. et Borlak J. (2007) Mutations in the 3'-untranslated 

region of GATA4 as molecular hotspots for congenital heart disease (CHD). BMC Med 

Genet. 25;8:38. 

Ren K. et Torres R. (2009) Role of interleukin-lbeta during pain and inflammation. Brain 

Res Rev. 60(l):57-64. ; 

107 



Rojas A., Kong S, W., Agarwal P., Gilliss B., Pu W. T., Black B. L. (2008) GATA4 is a 

direct transcriptional activator of cyclin D2 and Cdk4 and is required for cardiomyocyte 

proliferation in anterior heart field-derived myocardium. Mol Cell Biol. 28(17):5420-31. 

Ross S. E., Radomska H. S., Wu B., Zhang P., Winnay J. N., Bajnok L., Wright W. S., 

Schaufele F., Tenen D. G. et MacDougald O. A. (2004) Phosphorylation of C/EBP alpha 

inhibits granulopoiesis. Mol. Cell. Biol. 24(2): 675-86. 

Ross S. E., Erickson R. L., Hemati N. et MacDougald O. A. (1999) Glycogen synthase 

kinase 3 is an insulin-regulated C/EBPalpha kinase. Mol. Cell. Biol. 19(12): 8433-41. 

Roy E. (2007) Memoire : Modulation de la reponse inflammatoire intestinale par la 

kinase DNA-PK. Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, QC, Canada. 

Saadane N., Alpert L. et Chalifour L. E. (1999) Expression of immediate early genes, 

GATA-4, and Nkx-2.5 in adrenergic-induced cardiac hypertrophy and during regression 

in adult mice. Br J Pharmacol. 42(6): 1045-53. 

Schabbauer G., Tencati M., Pedersen B, Pawlinski R. et Mackman N. (2004) PI3K-Akt 

pathway suppresses coagulation and inflammation in endotoxemic mice. Arterioscler 

Thromb Vase Biol. 24(10): 1963-9. 

Sears A. (2005) A dynamic partnership: celebrating our gut flora. Anaerobe. 11(5):247-

51. 

Sepulveda J. L., Belaguli N., Nigam V., Chen C. Y., Nemer M. et Schwartz R. J. (1998) 

GATA-4 and Nkx-2.5 coactivate Nkx-2 DNA binding targets: role for regulating early 

cardiac gene expression. Mol Cell Biol. 18(6):3405-15. 

Shen H. M. et Tergaonkar V. (2009) NFkappaB signaling in carcinogenesis and as a 

j potential molecular target for cancer therapy. Apoptosis. 14(4):348-63. 

108 



/ Singh H., Sen R., Baltimore D. et Sharp P. A. (1986) A nuclear factor that binds to a 

conserved sequence motif in transcriptional control elements of immunoglobulin genes. 

Nature. 319(6049): 154-8. 

Shinkai M., Lopez-Boado Y. S. et Rubin B. K. (2007) Clarithromycin has an 

immunomodulatory effect on ERK-mediated inflammation induced by Pseudomonas 

aeruginosa flagellin. J Antimicrob Chemother. 59(6): 1096-101. 

Steinhoff U. (2005) Who controls the crowd? New findings and old questions about the 

intestinal microflora. Immunol Lett. 99(1): 12-6. 

Suzuki K., Fukui H., Kayahara T., Sawada M., Seno H., Hiai H., Kageyama R., Okano H. 

et Chiba T. (2005) Hesl-deficient mice show precocious differentiation of Paneth cells in 

the small intestine. Biochem Biophys Res Commun. 328(l):348-52. 

Suzuki Y. J., Nagase H., Wong C. M., Kumar S. V., Jain V., Park A. M. et Day R. M. 

(2007) Regulation of Bcl-xL expression in lung vascular smooth muscle. Am J Respir 

Cell Mol Biol. 36(6):678-87. 

Suzuki Y. J., Nagase H., Day R. M. et Das D.K. (2004) GATA-4 regulation of myocardial 

survival in the preconditioned heart. J Mol Cell Cardiol. 37(6): 1195-203. 

Svensson E. C., Tufts R. L., Polk C. E. et Leiden J. M. (1999) Molecular cloning ofFOG-

2: a modulator of transcription factor GATA-4 in cardiomyocytes. Proc Natl Acad Sci U 

S A. 96(3):956-61. 

Takaya T., Kawamura T., Morimoto T., Ono K., Kita T., Shimatsu A. et Hasegawa K. 

(2008) Identification of p300-targeted acetylated residues in GATA4 during hypertrophic 

responses in cardiac myocytes. J Biol Chem. 283(15):9828-35. 

/ Temsah R. et Nemer M. (2005) GATA factors and transcriptional regulation of cardiac j 

natriuretic peptide genes. Regul Pept. 128(3):177-85. 

109 



Ten R. M., Paya C. V., Israel N., Le Bail O., Mattei M. G., Virelizier J. L., Kourilsky P. et 

Israel A. (1992) The characterization of the promoter of the gene encoding the p50 

subunit of NF-kappa B indicates that it participates in its own regulation. EMBO J. 

11(1): 195-203. 

Tevosian S. G., Deconinck A. E., Cantor A. B., Rieff H. I., Fujiwara Y., Corfas G. et 

Orkin S. H. (1999) FOG-2: A novel GATA-family cofactor related to multitype zinc-finger 

proteins Friend of GATA-1 and U-shaped. Proc Natl Acad Sci U S A . 96(3):950-5. 

Tokunaga E., Oki E., Egashira A., Sadanaga N., Morita M., Kakeji Y. et Maehara Y. 

(2008) Deregulation of the Akt pathway in human cancer. Curr Cancer Drug Targets. 

8(l):27-36. 

Tong Q., Tsai J., Tan G., Dalgin G. et Hotamisligil G. S. (2005) Interaction between 

GATA and the C/EBP family of transcription factors is critical in GATA-mediated 

suppression of adipocyte differentiation. Mol Cell Biol. 25(2):706-15. 

Trainor C. D., Omichinski J. G., Vandergon T. L., Gronenborn A. M., Clore G. M., 

Felsenfeld G. (1996) A palindromic regulatory site within vertebrate GATA-1 promoters 

requires both zinc fingers of the GATA-1 DNA-binding domain for high-affinity 

interaction. Mol Cell Biol. 16(5):2238-47. 

Tremblay J. J. et Viger R. S. (2003) Transcription factor GATA-4 is activated by 

phosphorylation of serine 261 via the cAMP/protein kinase a signaling pathway in 

gonadal cells. J Biol Chem. 278(24):22128-35. 

Tremblay J. J., Hamel F. et Viger R. S. (2002) Protein kinase A-dependent cooperation 

between GATA and CCAAT/enhancer-binding protein transcription factors regulates 

steroidogenic acute regulatory protein promoter activity. Endocrinology. 143(10):3935-

45. 
i I 
/ / 

Tsang A. P., Visvader J. E., Turner C. A., Fujiwara Y., Yu C., Weiss M. J., Crossley M. et 

Orkin S. H. (1997) FOG, a multitype zinc finger protein, acts as a cofactor for 

110 



transcription factor GATA-1 in erythroid and megakaryocyte differentiation. Cell. 

90(1): 109-19. 

Turgeon N., Rousseau D., Roy E. et Asselin C. (2008) GATA-4 modulates C/EBP-

dependent transcriptional activation of acute phase protein genes. Biochem Biophys Res 

Commun. 370(2):371-5. 

Turgeon N. (2006) Memoire : Role des histones desacetylases dans la regulation de 

I'activite transcriptionnelle du facteur de transcription C/EBPS. Universite de 

Sherbrooke, Sherbrooke, QC, Canada. 

Turvey S. E. et Hawn T. R. (2006) Towards subtlety: understanding the role of Toll-like 

receptor signaling in susceptibility to human infections. Clin Immunol. 120(1): 1-9. 

Vallabhapurapu S. et Karin M. (2009) Regulation and function of NF-kappaB 

transcription factors in the immune system. Annu Rev Immunol. 27:693-733. 

van der Flier L. G. et Clevers H. (2009) Stem Cells, Self-Renewal, and Differentiation in 

the Intestinal Epithelium. Annu Rev Physiol. 71:241 -60. 

van der Sluis M., Melis M. H., Jonckheere N., Ducourouble M. P., Biiller H. A., Renes I., 

Einerhand A. W. et Van Seuningen I. (2004) The murine Muc2 mucin gene is 

transcriptionally regulated by the zinc-finger GATA-4 transcription factor in intestinal 

cells. Biochem Biophys Res Commun. 325(3):952-60. 

van Wering H. M., Bosse T., Musters A., de Jong E., de Jong N., Hogen Esch C. E., 

Boudreau F., Swain G. P., Dowling L. N., Montgomery R. K., Grand R. J. et Krasinski S. 

D. (2004) Complex regulation of the lactase-phlorizin hydrolase promoter by GATA-4. 

Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 287(4):G899-909. 

j van Wering H. M., Huibregtse I. L., van der Zwan S. M., de Bie M. S., Dowling L. N., 

Boudreau F., Rings E. H., Grand R. J. et Krasinski S. D. (2002) Physical interaction 

111 



between GATA-5 and hepatocyte nuclear factor-1 alpha results in synergistic activation of 

the human lactase-phlorizin hydrolase promoter. J Biol Chem. 277(31):27659-67. 

Verhaeghe C., Remouchamps C., Hennuy B., Vanderplasschen A., Chariot A., Tabruyn S. 

P., Oury C. et Bours V. (2007) Role of IKK and ERK pathways in intrinsic inflammation 

of cystic fibrosis airways. Biochem Pharmacol. 73(12): 1982-94. 

Vesely P. W., Staber P. B., Hoefler G. et Kenner L. (2009) Translational regulation 

mechanisms of AP-1 proteins. Mutat Res. 682(1):7-12. 

Viger R. S., Guittot S. M., Anttonen M., Wilson D. B. et Heikinheimo M. (2008) Role of 

the GATA family of transcription factors in endocrine development, function, and disease. 

Mol Endocrinol. 22(4):781-98. 

Visvader J. E., Crossley M., Hill J., Orkin S. H. et Adams J. M. (1995) The C-terminal 

zinc finger of GATA-1 or GATA-2 is sufficient to induce megakaryocyte differentiation of 

an early myeloid cell line. Mol Cell Biol. 15(2):634-41. 

Wang J., Paradis P., Aries A., Komati H., Lefebvre C., Wang H. et Nemer M. (2005) 

Convergence ofprotein kinase C and JAK-STAT signaling on transcription factor GATA-

4. Mol Cell Biol. 25(22):9829-44. 

Wang Y., Morishima M., Zheng M., Uchino T., Mannen K., Takahashi A., Nakaya Y., 

Komuro I. et Ono K. (2007) Transcription factors Csx/Nkx2.5 and GATA4 distinctly 

regulate expression of Ca2+ channels in neonatal rat heart. J Mol Cell Cardiol. 

42(6): 1045-53. 

Wegner M., Cao Z. et Rosenfeld M. G. (1992) Calcium-regulated phosphorylation within 

the leucine zipper of C/EBP beta. Science. 256(5055): 370-3. 

Weiss M. J., Yu C., Orkin S./H. (1997) Erythroid-cell-specific properties of transcription 

factor GATA-1 revealed by phenotypic rescue of a gene-targeted cell line. Mol Cell Biol. 

17(3): 1642-51. 

112 



Weylandt K. H., Kang J. X., Wiedenmann B. et Baumgart D. C. (2007) Lipoxins and 

resolvins in inflammatory bowel disease. Inflamm Bowel Dis. 13(6):797-9. 

Whitmarsh A. J. et Davis R. J. (1996) Transcription factor AP-1 regulation by mitogen-

activatedprotein kinase signal transduction pathways. J Mol Med. 74(10):589-607. 

Wright G. L., Maroulakou I. G., Eldridge J., Liby T. L., Sridharan V., Tsiehlis P. N. et 

Muise-Helmericks R. C. (2008) VEGF stimulation of mitochondrial biogenesis: 

requirement of AKT3 kinase. FASEB J. 22(9):3264-75. 

Yamaguchi Y., Nishio H., Kishi K., Ackerman S. J. et Suda T. (1999) C/EBPbeta and 

GATA-1 synergistically regulate activity of the eosinophil granule major basic protein 

promoter: implication for C/EBPbeta activity in eosinophil gene expression. Blood. 

94(4): 1429-39. 

Yang H. Y. et Evans T. (1992) Distinct roles for the two cGATA-1 finger domains. Mol 

Cell Biol. 12(10):4562-70. 

Yang Q., Bermingham N. A., Finegold M. J. et Zoghbi H. Y. (2001) Requirement of 

Mathl for secretory cell lineage commitment in the mouse intestine. Science. 

294(5549):2155-8. 

Zeidan A., Hunter C., Javadov S. et Karmazyn M. (2009) RhoA links PI3K/Akt/mTOR 

signaling top38 MAPK/GATA-4 activation in leptin-induced cardiomyocyte hypertrophy. 

FASEB J. 23:577.7. 

Zhang W. J., Wei H., Hagen T. et Frei B. (2007) Alpha-lipoic acid attenuates LPS-

induced inflammatory responses by activating the phosphoinositide 3-kinase/Akt signaling 

pathway. Proc Natl Acad Sci U S A . 104(10):4077-82. 

113 


