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

Présenté par : Anthony Rémillard

Meémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de
I’obtention du diplome de maitre es sciences, Département d’anatomie et de biologie
cellulaire, Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke,

Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
RESUME

GATA-4 est un facteur de transcription essentiel dans la formation du tube
cardiaque primitif. Dans I’intestin, GATA-4 joue un rdle dans le développement et dans le
maintien de 1’identité jujéno-iléale. L’analyse par micropuce a ADN effectuée sur des
cellules IEC-6 surexprimant GATA-4 suggére un rdle de GATA-4 dans la réponse
inflammatoire et des études antérieures réalisées au laboratoire ont permis de confirmer
I’implication de GATA-4 dans la modulation de la réponse inflammatoire C/EBP-
dépendante. L’ objectif de mon projet était de déterminer si GATA-4 module la réponse
inflammatoire par d’autres mécanismes que ceux déja découverts au laboratoire et de
générer des mutants de GATA-4 pour caractériser I’implication de certains domaines et
sites spécifiques de GATA-4 dans la modulation de la réponse inflammatoire intestinale.

Des cellules IEC-6 surexprimant GATA-4 ou des mutants de GATA-4 de fagon
stable, induites ou non a I’IL-1PB ont été utilisées comme modele. L’activation des voies
MAPK et Akt a été vérifiée par immunobuvardage de type Western. La liaison a ’ADN
des facteurs de transcription AP-1, C/EBPs et NF-xB a été vérifiée par gel de rétention.
L’expression de certains genes de réponse inflammatoire a été vérifiée par RT-PCR.
Finalement, des lignées cellulaires exprimant des mutants de GATA-4 ont été
partiellement caractérisées.

Mes résultats montrent qu’une surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 traitées &
I’IL-1B réduit la phosphorylation de p42/p44 et d’Akt. Les facteurs de transcription AP-1,
C/EBP et NF-xB sont davantage recrutés & I’ADN. La nature de leurs complexes semble
étre également affectée. Cette induction de liaison coincide avec une baisse d’expression
des geénes pro-inflammatoires CCLS5 et iNOS. La caractérisation des mutants de GATA-4
suggere que le premier doigt de zinc (216-240) pourrait moduler la morphologie cellulaire
et que la région basique (294-336) pourrait contribuer a la vitesse de prolifération
augmentée des cellules IEC-6 surexprimant GATA-4.

En somme, mes résultats suggerent que GATA-4 pourrait participer a
’instauration d’une tolérance immunitaire prenant place lors de la différenciation
entérocytaire.

Mots clés : GATA-4, épithéliﬁm intestinal, inflammation; NF-«xB, IL-1B. ,/’
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INTRODUCTION

1. La cellule épithéliale intestinale comme modéle d’étude

1.1 Le tractus gastro-intestinal

Le tractus gastro-intestinal est un regroupement d’organes qui assure 1’ingestion de la
nourriture, la digestion et [’absorption des nutriments contenus dans le bol alimentaire,
puis I’excrétion des excédents sous forme de feces. L’intestin gréle et le colon assurent un
role de digestion et d’absorption. Le cdlon constitue la partie terminale de I’intestin. Il est
composé du caecum, du colon ascendant, du cblon transverse, du colon descendant et du
cdlon sigmoide. Ses principaux rdles sont I’accumulation des féces, 1’absorption d’eau, le
maintien de 1°équilibre hydrique et I’absorption de certains nutriments, comme la vitamine
K. L’intestin gréle, en amont du cdlon, est compos¢ du duodénum, du jéjunum, et de

I’iléon. Ensemble, ils assurent la majeure partie de la fonction absorbante du tube digestif.

- 1.2 Anatomie et physiologie de l'intestin gréle

La paroi de I’intestin gréle se compose de deux couches musculaires circulaire et
longitudinale assurant la motilité intestinale et le péristaltisme, d’une couche de tissu
conjonctif assurant le maintien de la structure intestinale, et d’une couche de cellules
épithéliales qui joue deux rdles primordiaux, soit absorber les nutriments et protéger le
milieu interne des microorganismes contenus dans la lumiére intestinale. Le duodénum est
rattaché a I’estomac par le pylore. La progression du contenu gastrique vers le duodénum
stimule la reldche des sucs pancréatiques contenant plusieurs enzymes digestives, telles
que la trypsinogéne et la chymotrypsinogéne, les élastases et les carboxypeptidases,
responsables de la digestion des nutriments. Le duodénum participe également au contrdle
de la vitesse de vidange de I’estomac (BELL et MOSTAGHNI, 1975). Le jéjunum est
replié dans I’abdomen et rattaché par le tissu conjonctif, ou mésentére lui conférant une
bonne motilité. Son rdle est essentiellement d’absorber les nutriments et ce par divers
moyens comme la diffusion, le transport passif ou actif. L’iléon joue également un role
d’absorption. Les plaques de Peyer s’y retrouvent en grande quantité. Elles constituent des
régions ou I’épithélium intestinal est moins étanche vis-a-vis du contenu de la lumiére

intestinale et sous lesquelles se retrouvent des regroupements de tissus lymphoides et de
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cellules lymphocytaires immatures. Ces structures permettent.un contact plus fréquent
entre les antigénes de la Jumiere intestinale et les précurseurs lymphocytaires, favorisant
ainsi leur maturation (ARTIS, 2008). La paroi interne de I’intestin gréle est organisée sous
forme de cryptes et de villosités. De plus, le coté apical des cellules épithéliales
intestinales est composé de microvillosités. La présence de villosités et microvillosités
augmente de 500 fois la surface de contact entre les cellules épithéliales et le bol

alimentaire, maximisant ainsi I’efficacité d’absorption.

1.3 La cellule épithéliale intestinale

Les cellules épithéliales inteétinales tapissent 1’intérieur de ’intestin et sont en contact
avec le contenu de la lumiére intestinale. Les cellules souches, situées a la base des
cryptes iritestinales, assurent a tous les quatre ou cinq jours le renouvellement de
I’épithélium intestinal (VAN DER FLIER et CLEVERS, 2009). Le maintien de
’équilibre entre la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales intestinales
s’effectue entre autre grice & 1’activation régulée des voies Wnt/B-caténine/TCF/LEF
(voie pro-prolifération) et BMP/Smads (voie pro-différenciation) (VAN DER FLIER et
CLEVERS, 2009). Quatre types cellulaires différenciés composent 1’épithélium intestinal.
Les cellules de Paneth, retrouvées a la base des cryptes, jouent un role dans la défense
antimicrobienne. Les cellules & mucus sont responsables de la production et de la
sécrétion du mucus recouvrant la surface interne de [Dintestin. Les cellules
entéroendocrines synthétisent et sécrétent des hormones telles que la sérotonine, la
somatostatine et la cholécytokinine. Finalement, les cellules absorbantes, constituant la
majorité de 1’épithélium, assurent l’absorptioﬁ des nutriments. La voie de signalisation
Notch joue un rdle important dans 1’établissement de la destinée cellulaire des cellules
épithéliales. Son activation conduit a ’expression du facteur de transcription Hesl qui &
son tour réprime 1’expression du facteur de transcription Math1 (JENSEN et al., 2000).
Des souris Hes1” meurent a I’état embryonnaire, mais leurs intestins montrent un nombre
accru de cellules de Paneth, de cellules entéroendocrines et de cellules & mucus au
détriment du nombre de cellules entérocytaires, suggérant que I’activité Mathl favorise
I’apparition de cellules sécrétrices au détriment de cellules absorbantes (SUZUKI et al.,
2005 ; JENSEN et al., 2000). Au contraire, des souris mutantes pour Math1 possédent un
épithélium uniquement constitué d’entérocytes (YANG et al., 2001).
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2. L’inflammation intestinale

2.1 La flore microbienne normale

Cent trillions (10™) de bactéries de plus de 500 souches différentes résident dans 1’intestin
humain adulte, soit environ dix fois plus que le nombre total de cellules eucaryotes qui
composent ’organisme humain entier (GUARNER et MALAGELADA, 2003 ; SEARS,
2005). Ces bactéries colonisent I’intestin en nombre croissant le long de 1’axe proximo-
distal, atteignant sa plus grande densité dans le clon (de 10'! & 10" bactéries par gramme
de contenu luminal) (GUARNER et MALAGELADA, 2003). L’incroyable complexité de
cette flore demeure encore aujourd’hui trés mal comprise. Bien qu’il soit possible de
survivre sans flore intestinale (STEINHOFF, 2005), les bénéfices apportés par sa présence
sont bien connus : stimulation du systéme immunitaire et instauration de la tolérance,
protection contre les bris épithéliaux, régulation de l’absorption des nutriments et
compétition avec les bactéries étrangéres. L homéostasie intestinale est contrdlée par
d’innombrables facteurs. De plus, elle est constamment mise a I’épreuve par la présence
de microorganismes, pathogénes ou non, présents dans la lumiére intestinale. La
régulation de la réponse inflammatoire intestinale est donc essentielle afin dé permettre a
I’épithélium d’assurer en permanence ses deux roles : absorber les nutriments et protéger

I’organisme contre le contenu du bol alimentaire.

2.2 La réponse inflammatoire

L’inflammation est un processus important et nécessaire au bon maintien de 1’intégrité des
tissus. Plusieurs stimuli peuvent enclencher une réponse inflammatoire: un choc
osmotique ou thermique, la détection de microorganismes ou encore une exposition aux
rayons UV. Dans le cas de 1’épithélium intestinal, la réponse inflammatoire est le plus
souvent induite par la détection de certains miéroorganismes dans la lumiére intestinale,
un événement qui survient réguliérement malgré les nombreux dispositifs utilisés par
I’épithélium pour contrer 1’infection (Figure 1). Ces microorganismes sont tout d’abord
détectés 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), Nod1 et N0d2,/}ainsi que
les membres de la famille « retinoic acid-inducible gene I (RIG-I)-like helicases » (RLHs)
(PALM et MEDZHITOV, 2009). Ces récepteurs peuvent lier des patrons moléculaires
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Figure 1 : La barriére épithéliale

Afin d’assurer son role de barriere, 1’épithélium utilise différents moyens physiques et
biologiques tels que la présence d’extensions de microvillosités riches en actine (a) et de
jonctions serrées du c6té apical (b), la synthese et sécrétion de sucres composant le
glycocalyx a la surface des cellules (c) et la production de différents peptides
antimicrobiens (d). Les cellules M spécialisées disposées au-dessus des plaques de Peyer
permettent une interaction contrdlée entre les antigénes présents dans la lumiere
intestinale et les tissus lymphoides retrouvés dans les plaques de Peyer, afin de maintenir
une certaine activation de base du systéme immunitaire.

Adapté de ARTIS, 2008.
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conserveés et uniques aux microorganismes, comme des sucres ou des protéines des parois
bactériennes, les lipopolysaccharides (LPS), la flagelline ou encore I’ARN double brin
(ESSAKALLI et al, 2009 ; TURVEY et HAWN, 2006 ; HARRIS ef al., 2006). La
détection de tels ligands conduit a ’activation de différentes 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 différents génes cibles, principalement des chimiokines
(CCLs, CXCL10, CXCL2, CCL2), cytokines (IL-1, IL-6, IL-12, TNFa), corécepteurs
(CD80, CD83) et autres molécules pro-inflammatoires (iNOS), est alors induite
(ESSAKALLI er al, 2009). Les cytokines et chimiokines sécrétées induisent le
recrutement et 1’activation de monocytes, macrophages et phagocytes au site
d’inflammation. Au cours du processus de différenciation entérocytaire, les cellules
épithéliales intestinales migrent de la crypte vers les villosités. Ce faisant, elles sont
davantage exposées au contenu de la lumiére intestinale. Pour éviter 1’instauration d’une
réponse inflammatoire persistante, un processus de tolérance est enclenchée en méme
temps que la différenciation et au cours de laquelle différents événements sont observés.
Par exemple, les récepteurs TLR-2 et TLR-4 exprimés a la membrane du c6té apical par
les cellules indifférenciées de la crypte, sont relocalisés dans 1’appareil de Golgi ou du
coté basolatéral afin de limiter leur exposition au contenu luminal (HORNEEF et al., 2003).
L’expression de Tollip, une protéine inhibitrice de la voie de signalisation des TLRs est
également augmentée au cours de la différenciation entérocytaire (HARRIS et al., 2006).
Une coordination d’action entre le systéme immunitaire inn€ et adaptatif s’effectue tout au
long du processus inflammatoire. L arrét de la réponse est induite en partie par I’absence
de stimuli, mais surtout grice a ’induction de signaux cellulaires spécifiques et a
I’expression de médiateurs anti-inflammatoires lipidiques telles les résolvines et
protectines, dérivant de ’oméga-3 et -6, ainsi que les lipoxines, dérivées de 1’acide
arachidonique. Ces molécules peuvent accomplir plusieurs actions anti-inflammatoires
telles que la réduction du recrutement de leucocytes, de ’expression de cytokines et de la
synthése de dérivés réactifs de 'oxygeéne. (ARIEL et SERHAN, 2007 ; WEYLANDT et
al., 2007). Les maladies inflammatoires chroniques de ’intestin telles que la maladie de
Crohn et la colite/ulcéreuse surviennent lorsque la réponse inflammatoiré intestinale est
activée de fagon chronique. Ces maladies sont d’origines génétique, immunitaire et

environnementale. Leur histopathologie demeure encore mal comprise.
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2.3 La voie IL-15

L’IL-1PB est une cytokine produite par plusieurs types cellulaires en réponse a différents
stimuli. Cette cytokine est impliquée dans la perception de la douleur, dans I’induction et
I’orchestration de la réponse inflammatoire et joue également un role dans les réactions
auto-immunitaires (REN et TORRES, 2009). L’IL-1a et I’IL-1B lient le récepteur de
I’interleukine de type 1 (IL-1RI), ce qui provoque le recrutement de I’ « IL-1 receptor
accessory protein » (IL-1RAcP), un co-récepteur important pour la transduction de signal.
Différentes protéines adaptatrices telles que MyD88 et Tollip sont ensuite recrutées a la
membrane. Les kinases de la famille des IRAKs dont IRAK-1, IRAK-2, IRAK-M et
IRAK-4 sont ensuite activées. IRAK-1 phosphorylée se lie &4 TRAF6 et ensemble, se
détachent du complexe membranaire pour induire la phosphorylation et I’activation du
complexe TAK1/TAB1/TAB2 au cytosol (BRIKOS et al., 2007). Ce dernier méne
ultimement a 1’activation du facteur de transcription NF-kB, ainsi que des MAPK p38,
Jnk et p42/p44, engendrant la transcription ou la répression de plusieurs génes cibles
(BRIKOS et al., 2007). Les différents acteurs de la réponse inflammatoire étudiés lors de

mon projet de maitrise sont détaillés dans les sections suivantes.

2.4 NF-xB

Le facteur de transcription NF-kB a été découvert en 1986 comme étant une protéine
capable de lier le site kB, une séquence de 11 paires de bases retrouvée au promoteur des
chalnes légeres d’immunoglobulines des lymphocytes B (SINGH et al., 1986 ;
TERGAONKAR, 2006). Depuis ce temps, les recherches sur NF-xB ont
considérablement augmenté, sachant maintenant que ce facteur est primordial dans le
contrdle de I'immunité innée et adaptative, dans le développement et la différenciation de
plusieurs types cellulaires (lymphocytes T et B, cellules NK, etc...), dans la maturation
des tissus lymphoides, dans la survie cellulaire et dans I’apoptose, le tout dépendant du
type cellulaire, du contexte dans lequel il est exprimé et du mode de régulation qui lui est
associé¢ (VALLABHAPURAPU et KARIN, 2009 ; SHEN et TERGAONKAR, 2009). La
famille NF-kB compte cinq membres : RelA (aussi appelé p65), c-Rel, RelB, NF-kB1
(pS0 et son précurseur p105) et NF-«B2 (p52 et son précurseur p100). Tous les membres
de la famille ont en commun la présenée d’un « Rel homology domain » (RHD) en N-

terminal, important pour I’homo- ou I’hétérodimérisation, pour la liaison a I’ADN et pour
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’association aux membres de la famille IxBs. RelA,c-Rel et RelB possédent un domaine
de transactivatioh (TAD) en C-terminal, comparativement & p50 et p52 (HAYDEN et
GHOSH, 2008). En absence de stimulus, les diméres NF-xB sont 1liés aux protéines
inhibitrices IkBs. IkBa, lorsque lié a 1’hétérodimére RelA/p50, bloque le signal de
localisation nucléaire (SLN) de RelA, mais pas celui de p50. Le complexe trimérique est
alors soumis a un trafic constant entre le noyau et le cytosol, mais la majorité des
protéines se retrouvent au cytosol, compte tenu de la présence d’un signal d’export
nucléaire (NES) puissant sur IxkBoa (HUANG et al., 2000 ; JOHNSON et al, 1999).
Différentes voies de signalisation de NF-«kB ont été décrites (Figure 2). La voie canonique
est la plus documéntée et survient suite 4 une stimulation par la majorité des stimuli
connus comme par exemple IL-1, TNF-o ou LPS. Cette voie passe par I’activation du
complexe trimérique « IxB kinase »\(IKK) formé des deux sérine-thréonine kinases IKKa
et IKKPB, et de la protéine non-enzymatique IKKy, aussi appelée « NF-kB essential
modulator » (NEMO). IKKa et IKKp activées phosphorylent les IkBs, ce qui entraine leur
ubiquitylation et leur dégradation par le protéasome, permettant ainsi la libération des
diméres NF-kB et leur translocation au noyau. La voie canonique fait surtout intervenir
les hétérodimeres RelA/pSO et c-Rel/p50 et est principalement impliquée dans la réponse
immunitaire innée et la suppression de 1’apoptose (VALLABHAPURAPU et KARIN,
2009 ; SHEN et TERGAONKAR, 2009). La voie non-canonique est activée en réponse a
certains membres de la famille du TNF tels que CD40L, « B cell-activating factor »
(BAFF), « receptor activator of NF-iB ligand » (RANKL) et « TNF-related weak inducer
of apoptosis » (TWEAK). Cette voie est caractérisée par le clivage du précurseur p100 et
fait intervenir I’hétérodimeére RelB/p52 (VALLABHAPURAPU et KARIN, 2009). Elle
est principalement impliquée dans la réponse immunitaire et dans le développement des
organes lymphoides secondaires (SHEN et TERGAONKAR, 2009). Des voies atypiques
ont également été¢ documentées. Un stress génotoxique induit la translocation de NEMO
au noyau ou il est sumoylé puis ubiquitylé, un processus dépendant de la kinase « ataxia
telangiectasia mutated » (ATM). Le complexe NEMO/ATM retourne ensuite au noyau et
active IKKB (PERKINS, 2007). La voie atypique IKK-indépendante implique I’activation
de la caséine kinase 2 (CK2) et des voies dépendantes de tyrosines kinases pouvant
phosphoryler directement IKBa,/’et libérer les complexes NF-xkB (PERKINS, 2007).//)
Différentes modifications post-traductionnelles, incluant la phosphorylation et

’acétylation, peuvent moduler la liaison & ’ADN et I’activité transcriptionnelle de NF-xB
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Figure 2 : Voies de signalisation de NF-kB

La voie canonique fait intervenir le complexe protéique IKK, la phosphorylation et la
dégradation d’IxB puis la translocation du dimére NF-kB au noyau. La voie non-
canonique fait intervenir le complexe NIK, activant les sous-unités IKKa et IKKp qui
conduisent au clivage de p100 puis & la formation du dimére NF-xB RelB/p52. La voie
atypique activée par des stress génotoxiques est caractérisée par la translocation d’IKKy
(NEMO) au noyau ou il se lie & son partenaire ATM. IKKy est alors sumoylé, ubiquitylé
puis renvoyé€ au cytosol pour activer le complexe IKK. La voie atypique IKK-
indépendante fait intervenir certaines tyrosine kinases (stress hypoxique) ou la caséine
kinase 2 (CK2) (stress, UV, HER2/Neu) pouvant phosphoryler directement IxBa. et libérer
le dimére NF-«B.

Adapté de PERKINS, 2007.
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(VALLABHAPURAPU et KARIN, 2009). Une activation déficiente de la voie de
signalisation de NF-«xB peut conduire au cancer, au diabéte et a I’athérosclérose

(VALLABHAPURAPU et KARIN, 2009).

2.5 AP-1

« Activator protein-1» (AP-1) constitue un terme général désignant un facteur de
transcription dimérique constitué de deux sous-unités appartenant aux familles Jun (c-jun,
junB, junD), Fos (c-fos, fra-1, 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 familles de facteur de
transcription et est régulé par plusieurs kinases en amont, faisant de lui un effecteur de
plusieurs voies de signalisation impliqué dans une multitude de processus cellulaires dont
la prolifération, la différenciation, la survie, 1’apoptose, la réponse inflammatoire et la
migration cellulaire (VESELY et al., 2009 ; MORIYAMA et al., 2008). AP-1 peut étre
induit en réponse a plusieurs stimuli différents dont des interleukines et des facteurs de
croissance. Une induction & I’IL-1B conduit & ’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 séquence consensus au promoteur de ses génes cibles pour
les transactiver ou les réprimer, dépendamment de la nature des deux sous-unités

assemblées et de I’environnement cellulaire (VESELY et al., 2009).

2.6 C/EBPs

Les C/EBPs sont exprimés dans une variété de tissus ou ils participent a plusieurs
processus cellulaires comrﬁe la prolifération, la différenciation et I’apoptose (RAMII et
FOKA, 2002). Ils sont exprimés dans ’épithélium intestinal ou ils régulent 1’expression
de geénes pro-inflammatoires comme I’haptoglobine (BOUDREAU er al, 1998 ;
PELLETIER et al., 1998 ; GHEORGHIU et al., 2001) Cette famille de facteurs de
transcription compte en tout six membres, C/EBPa, C/EBPS, C/EBPS, C/EBPe, C/EBPy
et C/EBPC, nommés en fonction de la chronologie de leur découverte. Ils lient la séquence
CCAAT présente au promoteur de leurs génes cibles (RAMIJI et FOKA, 2002). Certaines
isoformes des C/EBPs sont exprimées sous diverses formes. C/EBPa existe sous les
formes p30 et p42, C/EBPB, sous les formes LAP, LAP* et LIP, ce dernier étant un

dominant négatif de C/EBPP. Ces dérivés sont générés par 1’existence de codons
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d’initiation distincts (RAMJI et FOKA, 2002). Pour leur part, les formes p32, p30,-p27 et
pl4 de C/EBPe sont produits par épissage alternatif (RAMII et FOKA, 2002). La
structure des C/EBPs est conservée a environ 90% entre les différents membres. Elle est
constituée d’une région « basic leucine zipper » (bZIP). La région basique est importante
pour la liaison a ’ADN tandis que la région leucine zipper est importante pour la
dimérisation. Des domaines d’activation et de régulation sont également présents en
portion N-terminale, conférant des caractéristiques transcriptionnelles propres & chaque
isoforme. Les différents membres C/EBPs peuvent former des homo- ou hétérodiméres
entre eux. Ils peuvent aussi interagir avec d’autres familles de facteurs de transcription
comme CREB/ATF et NF-kB, modulant ainsi leur liaison 3 I’ADN et leur pouvoir
transcriptionnel (SCHREM et al, 2004). L’activité des C/EBPs est contrdlée par
interactions protéiques et par modifications post-traductionnelles (RAMIJI et FOKA,
2002). La phosphorylation des C/EBPs par différentes kinases telles que la « glycogen
synthase kinase 3 » (GSK-3), les MAPK, la PKC, la PKA ou la kinase Ca2+/calmoduliﬁe
dépendante, engendre une activation ou une répression de 1’activité 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 (Erk1/2, p38a/B/y/6, SAPK/Junk1/2/3, Erk5) sont des sérine/thréonine kinases
activées par phosphorylation par les « MAPK kinases » (MAPKK) qui elles sont activées
par phosphorylation par les « MAPKK kinases » (MAPKKK) (Figure 3). La signalisation
des MAPK est activée en réponse & d’innombrables stimuli : mitogénes, facteurs de
croissances, cytokines, « G protein coupled receptor » (GPCR), stress osmosotiques,
thermiques, UV, etc., pour ensuite transmettre le signal par phosphorylation vers plusieurs
substrats différents : Tau, STMNI1, MNK1/2, Elk1, NFAT-2, NFAT-4, c-Jun, ATF2, p53,
Sapla, Gadd153, Max, Mef2c, Nur77, et plusieurs autres, dont GATA-4. Les MAPK p38
et Jnk sont activées en réponse a différents types de stimuli inflammatoires tels que l"IL-
1B. Pour sa part, p42/p44 est davantage connu pour son rdle dans la prolifération cellulaire
(JOHNSON et LAPADAT, 2002) mais peut également étre impliquée dans la réponse
inﬂamﬁnatoire (IMBE et al., 2008 ; VERHAEHGHE et al., 2(?507 ; IMBE et al., 2005). -
Régle générale, I’activation de la voie p42/p44 coincide avec un état pro-inflammatoire

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

Les MAPKKK:s sont activées par un stimulus en amont et phosphorylent puis activent les
MAPKKSs qui & leur tour phosphorylent puis activent les MAPK. Erk1/2 et ErkS sont
principalement impliqués dans la prolifération cellulaire, p38 et Jnk sont davantage
impliquées dans la réponse aux différents types de stress et a la réponse inflammatoire.

Adapté de la figure originale sur www.cellsignal.com.
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I’épithélium bronchique par la flagelline induit I’activation de la voie p42/p44, ce qui
provoque une sécrétion accrue d’IL-8 (SHINKALI et al., 2007). Les MAPK sont souvent
considérées comme un important point de contrdle de la signalisation intracellulaire
représentant un « carrefour » de signalisation. Compte tenu de leurs nombreux substrats,
les MAPK sont impliquées dans plusieurs processus cellulaires dont la prolifération, la

différenciation, ’apoptose, I’inflammation et le développement.

2.8 Akt

Akt, aussi appelé PKB, est une sérine/thréonine kinase impliquée dans la survie cellulaire.
Trois isoformes d’Akt ont été répertoriées. Les isoformes 1 et 2 sont exprimées de fagon
ubiquitaire et accomplissent la majeure partie des réles anti- apoptotiques connus d’Akt.
(TOKUNAGA et al, 2008). Akt-3 quant a lui, joue un réle dans la biogenese
mitochondriale (WRIGHT et al, 2008). La « phosphoinositide 3-kinase » (PI3K)
phosphoryle le PIP2, un lipide présent dans la membrane plasmatique, et génére le PIP3.
Les « phosphoinositide-dependent kinases » (PDK)-1 et-2 sont ensuite recrutées a la
membrane puis phosphorylent et activent Akt. pAkt phosphoryle ensuite différents
substrats dans le cytoplasme dont MDM2, p21, p27, GSK-3B, Askl, Rafl, TSC1/2, Bad,
et autres. L’essentiel du r6le d’Akt est de prévenir ’apoptose et de promouvoir la survie
cellulaire (ASSINDER et al., 2009). Akt peut également intervenir dans 1'inflammation
(KIDD et al., 2008 ; ZHANG et al., 2007 ; SCHABBAUER et al., 2004). Une activation
de la voie PI3-K/Akt par I’insuline conduit & une diminution de la réponse inflammatoire
LPS-dépendante chez la souris (KIDD et al., 2008 ; SCHABBAUER et al., 2004) et une
augmentation de la voie Akt contribue a diminuer I’inflammation résultant d’une ischémie

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 composée de six membres. Tous possédent deux doigts de zinc liant
I’ADN sur le site consensus (A/T)GATA(A/G), mais aty’ssi interagissant avec plusieurs
cofacteurs protéiques pouvant réguler leur liaison a4 I’ADN et leur activité

transcriptionnelle. Tous les membres GATA sont nucléaires en raison de leur site de
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“ocalisation nucléaire (SLN) situé en C-terminal. Les six membres GATA sont classés en

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

hématopoiétique. IIs sont exprimés dans les cellules souches hématopoiétiques et sont
impliqués dans leur maturation et leur différenciation terminale. GATA-1 est exprimé
dans les cellules érythroides, les mégacaryocytes, mastocytes et éosinophiles. Des
mutations dans GATA-1 ont été associées a certaines pathologies, telles que la
thrombocytopénie, le syndrome de Down et les leucémies aigués (NICHOLS et al., 2000 ;
HARIGAE, 2006) GATA-2 est exprimé dans les cellules progénitrices et les cellules
souches hématopoiétiques a des stades précoces (HARIGAE, 2006). GATA-2 est aussi
impliqué dans la différenciation terminale des cellules gonadotropes et thyroidotropes
(VIGER et al., 2008). Aucune mutation de GATA-2 n’a été associ€e a des pathologies,
mais des niveaux réduits d’ARNm et de protéines ont été¢ observés chez des patients
atteints d’insuffisance médullaire (FUJIIMAKI et al., 2001). GATA-3 est exprimé dans les
lymphocytes CDétl+ et joue un role majeur dans leur différenciation et dans 1’expression
des soué-unités des récepteurs des cellules T (TCR) (BARNES, 2008). GATA-3 est aussi
en partie responsable de 1’induction de cytokines telles que I’IL-4, I’IL-5 et I’IL-13 par
certaines cellules immunitaires, participant ainsi a la modulation de la réponse allergique
et inflammatoire. L’IL-5 joue un role important dans la maturation des éosinophiles
(BARNES, 2008). GATA-3 est muté dans certains cas d’hypoparathyroidie (CHIU et al.,
2006) et des niveaux d’expression élevés de GATA-3 en association avec une élévation de
’ARNm d’IL-5 ont été observés dans les voies respiratoires de patientsbasthmatiques
(NAKAMURA et al., 1999). Les membres GATA-4, -5 et -6 sont exprimés dans
différents tissus dérivés de I’endoderme et du mésoderme ou ils y jouent des rdles
primordiaux dans la régulation de 1’expression de génes tissu-spécifiques (MOLKENTIN,
2000). GATA-5 est exprimé au niveau du cceur ou il peut lier et activer certains genes
cardiospécifiques (NEMER et al., 1999). Dans le tractus gastro-intestinal, GATA-5 est
détecté presque exclusivement dans les cellules différenciées de la villosité. GATA-S, tout
comme GATA-4 et GATA-6, peut induire I’expression du géne « intestinal fatty acid-
binding protéin » (I-FABP), un marqueur de différenciation intestinale (VAN WERING et
al., 2002). Dans des cellules COS-7 transfectées, GATA-5 peut interagir physiquement
avec HNFla et contrdler 1’expression du géne de la lactase-phlorizin hydrolase (Lph)
(VAN WERING et al., 2002). L>’ARNm de GATA-5 est significativement augmenté dans

des cellules de cancer colorectal HT-29 traitées pendant deux heures au butyrate de
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Figure 4 : Les membres de la famille GATA

Les membres GATA-1, -2 et -3 font partie du groupe hématopoiétique et les membres
GATA-4, -5 et -6 font partie du groupe cardiaque. Chaque membre de la famille posséde
2 doigts de zinc leur permettant de lier I’ADN, mais également différents cofacteurs
protéiques. Tous les membres GATA sont nucléaires en raison.de la présence d’un SLN
en C-terminal.

Adapté de VIGER et al., 2004.
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sodium (NaBu) dans le but de stimuler leur différenciation (GAO et al., 1998). Les
auteurs de cette étude associent les messagers de GATA-4 et -5 & un état différencié et
celui de GATA-6 4 un état indifférencié puisque ce dernier est prédominant dans les
cellules progénitrices situées dans les cryptes (GAO et al., 1998). Finalement, GATA-6
est exprimé dans les testicules (KETOLA et al., 2003) et dans les ovaires (LAITINEN ez
al., 2000). GATA-6 et GATA-4 sont exprimés au niveau du myocarde ou les deux
remplissent des fonctions distinctes, alors que GATA-5 est exprimé au niveau de
I’endocarde uniquement (CHARRON et NEMER, 1999). Dans le systeme gastro-
intestinal humain, GATA-6 est exprimé tout le long de 1’axe proximo-distal avec une
présence davantage cryptale dans I’intestin distal (HAVERI et al., 2008). L’ARNm de
GATA-6 posséde une demi-vie plus longue dans des cellules ovariennes atteintes du
syndrome d’ovaire polycystique (PCOS theca) comparativement aux cellules contrdles
sans syndrome (theca), mais aucune mutation n’y est associée (HO et al., 2005). La perte
de GATA-6 conduit & une augmentation de la prolifération et de la transformation des
astrocytes de souris, ce qui lui confére une fonction de suppresseur de tumeur
(KAMNASARAN et al., 2007). 1l existe une certaine redondance entre les différents
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 rdles distincts lors du
développement cardiaque et du développement hépatique secondaire, mais leurs rdles
semblent étre redondants lors de la morphogenése hépatique initiale (HOLTZINGER et
EVANS, 2005).

3.2 Expression de GATA-4 »

‘GATA-4 a été découvert chez la souris en 1993 (ARCECI et al., 1993) et chez le xénope
(KELLEY ef al., 1993). Ce facteur a été associé a la famille de facteurs de transcription
GATA, dont seulement trois membres avaient ét€ caractérisés & I’époque : GATA-1, -2 et
-3. Cette association a été faite par homologie de séquence, notamment par la présence
des deux doigts de zinc hautement conservés situés en milieu de séquence chez les
membres GATA. GATA-4 a été dés lors considéré comme un des marqueurs les plus
précoces de la cardiogenése (KELLEY et al., 1993). Chez le xénope, I’ARNm de GATA-
4 est détecté trés tot pendant le développement au niveau des ventricules et des oreillettes,
et plus tard dans les vaisseaux sanguins principaux (KELLEY et al., 1993). Chez le

xénope adulte, ’ARNm de GATA-4 est détecté au niveau du cceur, du systeme gastro-
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intestinal entre autre dans 1’épithélium gastrique, dans les gonades, ainsi que dans d’autres
tissus dérivés de I’endoderme (KELLEY et al., 1993). En 2005, une étude portant sur un
modele de poisson z&bre invalidé pour GATA-4 démontre un retard de formation pour
P’intestin, le foie, le pancréas et la vessie (HOLTZINGER et EVANS, 2005). Chez la
souris, ’ARNm de GATA-4 est détecté au cceur au jour embryonnaire E6,5. Des
buvardages du type Northern ont permis de déceler la présence de ’ARNm de GATA-4
dans le cceur, [’épithélium intestinal, les gonades et I’endoderme primitif (ARCECI ef al.,
1993). Chez la souris, tout comme chez I’humain, GATA-4 est exprimé au noyau des
cellules épithéliales dans I’intestin proximal et est indétectable au niveau de I’iléon distal
et du colon (BOSSE et al., 2006). GATA-4 est fortement exprimé dans les entérocytes
différenciés de la villosité et de plus en plus d’études 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 étudié pour son rdle crucial dans la cardiogenése. Il participe au
processus d’hypertrophie cardiaque (SAADANE er al., 1999) ainsi qu’au contrdle de la
survie et de ’apoptose des cardiomyocytes (SUZUKI et al., 2004). GATA-4 module
I’expression de plusieurs génes cardiaques importants, tels que la chaine lourde alpha de
myosine (a-MHC) (MOLKENTIN ef al, 1994), le peptide natriurétique auriculaire
(ANP) aussi appelé facteur natriurétique auriculaire (ANF) (KESSLER-ICEKSON et al.,
2002), le peptide cérébral natriurétique (BNP) (CHARRON et NEMER, 1999), la
troponine cardiaque I (¢Tnl) (MURPHY et al., 1997 ; DI LISI et al., 1998) ainsi que la
sous-unité alpha IC du canal calcique voltage-dépendant de type L (Cay1.2) (WANG et
al., 2007). Une délétion de GATA-4 chez la souris entraine une Iétalité embryonnaire
entre les jours E7.5 et E10.5 causée par une absence de migration des deux primordia
promyocardiques latéraux formant le tube cardiaque primitif et par une mauvaise
formation du tractus gastro-intestinal antérieur primitif s’étendant du dernier tiers de
I’eesophage jusqu’au duodénum (MOLKENTIN et al., 1997 ; NARITA et al., 1997). De
plus, les embryons se développent partiellement & 1’extérieur de la vésicule vitelline
(MOLKENTIN et al., 1997). Chez I’humain, plusieurs mutations de GATA-4 ont été
associées & diverses formes de cardiopathies congénitales (CHD). Parmi celles-ci, la

communication inter-auriculaire (ASD) est 1’une des plus fréquentes et est causée par une
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délétion de la base cytidine 1074 dans la séquence 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 protéine sauvage ayant 442 résidus aminés (OKUBO et al., 2004). Dans des
cellules souches embryonnaires P19, une invalidation de GATA-4 méne & Parrét du
processus de différenciation au stade de cardioblastes puis & ’induction de 1’apoptose
(GREPIN et al., 1997). Au contraire, une surexpression de GATA-4 dans les P19 conduit
a une différenciation accrue et & une augmentation de prés de dix fois du nombre de
cardiomyocytes différenciés (GREPIN et al., 1997). Dans D’épithélium intestinal, GATA-
4 module certains genes spécifiques comme [-FABP (GAO X. et al., 1998) et la mucine 2
(MUC2) (VAN DER SLUIS et al., 2004). GATA-4 module plusieurs génes en agissant de
concert avec d’autres facteurs de transcription retrouvés dans 1’épithélium intestinal.
GATA-4 interagit avec Cdx2 et HNF-1la afin de moduler ’expression de la sucrase
isomaltase (SI), une protéine de la bordure en brosse (BOUDREAU et al., 2002). GATA-
4 interagit également avec HNF-1a pour réguler ’expression de la Lph (VAN WERING
et al., 2004) et de la « liver fatty acid-binding protein » (L-Fabp) (DIVINE J. K. ef al.,
2004). 1l a été¢ démontré que GATA-4 pouvait interagir physiquement avec certaines
protéines Smads de la voie du «transforming growth factor-beta» (TGF-B) pour
transactiver les génes intestinaux comme 1’« intestinal alkaline phosphatase » (Iap) et I-
Fabp (BELAGULI et al, 2007). Chez la souris, une invalidation conditionnelle de
GATA-4 dans I’intestin a permis de contourner la 1étalité cardiaque embryonnaire et ainsi
de mieux comprendre le rble de cette protéine dans I’intestin proximal. Les jéjunums de
ces souris mutantes subissent une transformation partielle vers un phénotype iléal
caractérisé par une augmentation d’expression de certains marqueurs iléaux, tels que
I’« apical sodium dependent bile acid transporter » (Asbt) et 1’« ileal lipid binding
protein » (Ilbp), ainsi qu’une atténuation de I’expression de marqueurs jéjunaux tels Lph
et Fabpl (BEULING et al., 2008 ; BATTLE et al., 2008). De plus, le processus de
différenciation entérocytaire est lui aussi mené vers un phénotype iléal. Il est caractérisé
par une augmentation du messager de Mathl et de la densité de cellules de Paneth ainsi
qu’une diminution du nombre de cellules absorbantes (BEULING ez al., 2008 ; BOSSE et
al., 2006). GATA-4 joue donc un réle important dans le maintien de I’identité jéjuno-

iléale. )
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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 composée de deux doigts de zinc situés en milieu de séquence entre les résidus 216 et
294. IIs servent a la liaison & I’ADN ainsi qu’aux interactions protéiques avec différents
cofacteurs pouvant moduler son activité transcriptionnelle (REAMON-BUETTNER et
BORLAK, 2005). Compte tenu de la grande homologie de séquence entre les membres
GATA, certaines prédictions sur les caractéristiques structurelles et fonctionnelles de
GATA-4 sont basées sur les études effectuées sur GATA-1. 1l a été démontré que le doigt
de zinc C-terminal de GATA-1 et la région basique adjacente étaient essentiels et |
suffisants pour lier ’ADN. Le doigt de zinc N-terminal peut interagir avec certaines
- séquences d’ADN adjacentes ou avec certains cofacteurs protéiques pour potentialiser la
liaison a I’ADN. Néanmoins, une délétion du doigt de zinc N-terminal n’affecte pas
significativement la liaison & ’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 corépresseurs (VIGER et al., 2008). Des
expériences in vitro ont démontré que FOG-1 et FOG-2 peuvent activer ou inhiber
I’action 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 différenciation terminale
des cellules érythroides et des mégacaryocytes (SVENSSON ez al., 1999 ; TSANG et al.,
1997). FOG-2 est une protéine qui possede huit motifs & doigts de zinc. Elle est exprimée
dans le cceur, 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 réprime
l’expressiori de plusieurs génes cardiospécifiques (LU et al., 1999 ; SVENSSON et al.,
1999). La protéine mutante GATA-4 V217G est incapable de lier FOG-2. Chez la souris,
cette mutation entraine une 1étalité embryonnaire entre les jours E12.5 et E15.5 et génére
un phénotype semblable a celui retrouvé chez les souris FOG™ (CRISPINO et al., 2001).
FOG-Z peut également lier GATA-5 et -6 et moduler leur activité transcriptionnelle (LU
et al, 1999 ; SVENSSON et al, 1999; TEVOSIAN et al, 1999). En plus d’étre
important 2 la liaison & I’ ADN, le doigt de zinc C-terminal de GATA-4 est impliqué dans
la liaison de nombreux cofacteurs protéiques dont p300 (TAKAYA et al., 2008 ; DA et
MARKHAM, 2001), Nkx2.5 (GARG et al, 2003 ; DUROCHER et al, 1997 ;
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Figure S : Structure de GATA-4

GATA-4 est composé de deux doigts de zinc en milieu de séquence (ZF1 et ZF2), un SLN
en C-terminal, des domaines de transactivation en N-terminal et C-terminal, des sites
d’interactions protéiques avec différents cofacteurs dont les FOGs, Nkx2-5 ainsi que
certains facteurs comportant une boite MADS. GATA-4 posséde aussi une multitude de
sites de phosphorylation par différentes kinases comme MAPK, Akt, Erkl/2, PKC et
PKA, capables de phosphoryler GATA-4 et moduler son activité.

Adapté 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 résidus 270 et 324 (PHILIPS et al.,
2007). La région comprise entre les acides aminés 294 et 336 est riche en acides aminés
basiques. Elle est citée dans quelques articles (REAMON-BUETTNER et BORLAK,
2005 ; NEMER et al., 2006 ; REAMON-BUETTNER et al., 2007), mais n’a pas encore
été caractérisée de maniere approfondie. La mutation G296S située dans la région basique
tout juste apres le doigt de zinc en C-terminal est associée a plusieurs cas de cardiopathies
congénitales (GARG et al., 2003). Elle diminue la liaison de GATA-4 4 ’ADN, son
activité transcriptionnelle et son interaction avec le cofacteur cardiéque TBXS (GARG et

al., 2003).

3.5 Régulation de I’activité de GATA-4

Tel que décrit ci-haut, GATA-4 peut lier plusieurs partenaires protéiques, ce qui constitue
un mode de régulation important. De plus, certaines régions de GATA-4 sont modifiées
post-traductionnellement. La sérine 105 de GATA-4 peut étre phosphorylée par p42/p44,
entrainant une augmentation de sa liaison a l’ADN,(de son pouvoir transcriptionnel et de
la réponse hypertrophique GATA-4-dépendante dans les cardiomyocytes (LIANG et al.,
2001). D’autres essais in vitro ont démontré que la MAPK p38 pouvait aussi phosphoryler
GATA-4 en réponse a P’activation de la petite GTPase RhoA causée par divers stimuli
cardio-hypertrophiques (CHARRON et al., 2001). Cette phosphorylation survient entre
autre sur la sérine 105 de GATA-4, mais aussi sur d’autres sites situés aussi bien en N-
terminal qu’en C-terminal (CHARRON et al., 2001). La phosphorylation PKA-
dépendante de GATA-4 sur la sérine 261 de GATA-4 est induite en réponse a I’ AMP
cyclique (AMPc) dans les cellules de gonades de souris, ce qui a pour effet d’induire
I’activité transcriptionnelle de GATA-4 sur différents promoteurs gonado-spécifiques
(TREMBLAY et VIGER, 2003). L’utilisation d’un mutant S261A réduit
considérablement [’activité transcriptionnelle AMPc-dépendante de GATA-4 sur ces
promoteurs et inhibe sa liaison avec le cofacteur CREB, habituellement induite lors d’un
traitement & ’AMPc (TREMBLAY et VIGER, 2003). Une étude in vitro réalisée sur des
myoblastes de souris C2C12 transfectés avec GATA-4 de rat, montre que les sérines 419

et 420 de GATA-4 (sérines 420 et 421 chez la souris) sont phosphorylées par la PKC
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(WANG et al., 2005). Cette phosphorylation survient en réponse a 1’angiotensine II qui,
en activant le récepteur de type 1 de I’angiotensine (AT1R), permet I’activation de
différentes voies de signalisation dont la voie Janus kinase (JAK)-STAT et la voie de la
protéine kinase C (PKC). Celle-ci phosphoryle GATA-4 et potentialise son activité
transcriptionnelle sur le promoteur du géne ANF (WANG et al, 2005). Ces
phosphorylations augmentent ’activité de GATA-4. Au contraire, une phosphorylation de
GATA-4 par la « glycogen synthase kinase-3 beta » (GSK-3p) est plut6t associée a une
répression de son activité (MORISCO et al., 2001). Finalement, GATA-4 peut étre
acétylé par le co-activateur p300 sur les lysines 311, 318, 320 et 322, ce qui potentialise
son activité transcriptionnelle (TAKAYA et al., 2008 ; DAI et MARKHAM, 2001).

3.6 GATA-4 et prolifération

GATA-4 est un activateur direct de la cycline D2 et de cdk4 et est primordial pour la
prolifération des cardiomyocytes (ROJAS et al., 2008). GATA-4 peut également moduler
Pexpression des facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-xL (KYRONLAHTI et al., 2008 ;
SUZUKI et al., 2007). Dans des astrocytes de souris invalidés pour p53, une délétion de
GATA-4 entraine une transformation et une résistance aux traitements de chimiothérapie
alors qu’une surexpression induit I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 et une
augmentation de [’apoptose (AGNIHOTRI et al., 2009). Finalement, des observations
menées au laboratoire démontrent qu’une surexpression de GATA-4 dans les cellules
épithéliales intestinales IEC-6 induit certains changements phénotypiques. Les cellules
IEC-6 GATA-4 proliferent plus rapidement. Elles acquiérent un métabolisme plus rapide
et poursuivent leur processus de prolifération aprés Iatteinte de la confluence.
Finalement, des observations par miéroscopie électronique démontrent un épaississement

significatif des cellules en culture.

3.7 GATA-4 et la réponse inflammatoire intestinale

Une étude récente a démontré par immunohistochimie que ’expression de GATA-4 était
augmentée dans des échantillons de tissus de patients atteints de maladies inflammatoires
intestinales chroniques (HAVERI et al., 2009). Si cette étude démontre une conséquence
#’un état inflammatoire sur GATA-4, aucun article nfavait encore décrit la situation
inverse, c’est-a-dire I’influence de GATA-4 sur I’inflammation. Une premiére publication

en ce sens est provenue de notre laboratoire en 2008. Nous avons rapporté que GATA-4
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#'pouvait interagir physiquement avec C/EBPS. De telles coopérations entre les membres

GATA et C/EBPs avaient été¢ préalablement rapportées (YAMAGUCHI et al., 1999 ;
TONG et al., 2005). Nous avons également démontré que GATA-4, en cotransfection
avec différents membres de la famille C/EBP dans les cellules HEK 293T, modulait & la
hausse 1’expression de la glycoprotéine a-acide (AGP) et a la baisse I’expression de
thiostatin et de 1’haptoglobine, des genes pro-inflammatoires habituellement sous le
contréle des C/EBPs (TURGEON et al., 2008). Une surexpression de GATA-4 dans les
cellules IEC-6 conduit & une diminution d’expression de C/EBPB et C/EBPS. Elle génére
aussi une baisse de I’expression IL-1-dépendante de thiostatin. Cette baisse d’expression

s’expliquerait par une moins grande présence des C/EBPs au promoteur de thiostatin
(TURGEON et al., 2008).

4. Mon hypothése de recherche

J’ai émis I’hypothése que GATA-4, en plus de la modulation C/EBP-dépendante de la
réponse inflammatoire, pouvait affecter d’autres voies de signalisation importantes dans
Pinflammation, et que certains domaines de GATA-4 pouvaient jouer des rdles
indépendants dans le contrble de 1’inflammation. Pour vérifier cette hypothése, deux
objectifs principaux ont été formulés. Le premier consistait & déterminer si GATA-4 peut
moduler la réponse inflammatoire induite par I’IL-1B dans les IEC-6 par d’autres voies
cellulaires que celles impliquant les C/EBPs. Le second objectif était de générer des
mutants de GATA-4 afin de déterminer 1’importance des différents domaines protéiques
dans la modulation de la réponse inflammatoire. J’ai pu déterminer qu’une surexpression
de GATA-4 dans les IEC-6 conduisait a I’inhibition de la phosphorylation de p42/p44 et
d’Akt, a la modulation de la liaison a4 ’ADN des facteurs C/EBPs, AP-1 et NF-xB ainsi
qu’a la diminution de I’expression des génes de réponse inflammatoire CCLS5 et iNOS. La
génération de mutants de GATA-4 m’a permis de mettre en évidence un réle du doigt de
zinc N-terminal (216-240) dans I’altération de la morphologie cellulaire, et de la région -
basique de GATA-4 (294-336) dans la modulation de la vitesse de prolifération des IEC-
6. Ces résultats suggerent que GATA-4 pourrait participer 4 I’instauration d’une tolérance
immunitaire développée dans les entérocytes au cours de leur processus de

différenciation.
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MATERIEL ET METHODES

1. Culture cellulaire

Les cellules épithéliales intestinales de cryptes de rat IEC-6 proviennent du professeur A.
Quaroni (Université Cornell, Ithaca, NY, USA). La lignée cellulaire IEC-6 surexprimant
GATA-4 murin a été établie précédemment au laboratoire par infection rétrovirale a I’aide
des constructions pBabepuro et pBabepuro-GATA-4 (TURGEON er al., 2008). Les
cellules rénales humaines embryonnaires transformées HEK 293T, proviennent du
professeur A. Nepveu (Département d’oncologie, Université McGill, Montréal, QC,
Canada). Les cellules ont été cultivées dans 8§ mL de « Dulbecco’s Modified Eagle
Medium » (DMEM) contenant 5% (IEC-6) ou 10% (HEK 293T) de sérum de veau feetal
(FBS) (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), 2 mM de L-glutamine (Wisent, St-Bruno,
QC, Canada) et 100‘ U/mL de pénicilline et streptomycine (Wisent; St-Bruno, QC,
Canada). La culture s’effectue dans un incubateur réglé a 37°C et contenant 5% de COs,.
De la puromycine (2 pg/mL) (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) est ajoutée comme
agent sélectif au milieu DMEM 5% FBS lors de la culture des cellules IEC-6 pBabepuro

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

2. Ftude des mécanismes de régulation de la réponse inflammatoire par GATA-4

2.1 Inductions

Les cellules IEC-6 pBabepuro et pBabepuro GATA-4 4 environ 90% de confluence sont
induites avec du FBS (5%) suivant une privation de 24 heures ou avec 1’IL-1f humain (10
ng/mL) (R & D systems, Minneapolis, MN, USA) pour induire I’inflammation. Différents

temps d’induction ont été effectués selon les circonstances.

2.2 Extraction de protéines totales

Les extractions/) de protéines totales (ROY, 2007) ont été réalisées sur /Yes cellules IEC-6
pBabepuro et pBabepuro GATA-4 cultivées dans des pétris de 100 mm et sur lesquelles
les traitements & L’IL-1P ont été effectués, et sur les cellules IEC-6 et HEK 293T
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surexprimant les différents mutants de GATA-4. L’extraction est effectuée avec le tampon
Triton (1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 5 mM EDTA pH 8.0, 15 mM NacCl,
5% glycérol, 40 mM B-glycérophosphate, 50 mM NaF, 200 uM Na-orthovanadate, 1 pM
PMSF et 1/1000 de chaque inhibiteur de protéases : aprotinine, leupeptine et pepstatine
(Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada).

2.3 Immunobuvardage de type Western

Les extraits protéiques totaux recueillis sont dosés selon la méthode de Bradford (Bio-Rad
Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) et un spectrophotomeétre
Bio-Rad SmartSpec (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada). Les
immunobuvardages de type Western sont effectués tels que décrit dans le mémoire
d’Andréane Cartier (CARTIER, 2008) a I’exception de quelques modifications. 25 pg
d’extrait protéique sont utilisés pour la réalisation des immunobuvardages pour la
détection des MAPK et de Akt et 20 pg d’extrait protéique pour la détection des mutants
de GATA-4. Tous les blocages et incubations d’anticdrps primaires et secondaires ont été
réalisés dans une solution de « tris-buffered saline » 1X contenant 0,05% de Tween 20
(Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) (TBST 1X) et 5% de lait en poudre.
Tous les échantillons sont séparés sur des gels SDS-PAGE contenant 10% d’acrylamide.
Aprés le transfert, les membranes de PVDF sont déposées sur un papier Whatman puis
séchées a ’air ambiant. Elles sont ensuite réhydratées dans du méthanol 100% avant. de
procéder au blocage. Les conditions d’incubation des différents anticorps primaires et

secondaires sont présentées dans le tableau 1.

2.4 Extraction de protéines nucléaires

Les extractions de protéines nucléaires (CARTIER, 2008) ont été réalisées sur les cellules
IEC-6 pBabepuro et pBabepuro GATA-4 cultivées dans des pétris de 100 mm et sur
lesquelles les traitements a I’IL-1P ont été effectués, et sur les cellules IEC-6 surexprimant
les différents mutants de GATA-4. Les extraits sont conservés a -80°C jusqu’a utilisation

ultérieure.

2.5 Préparation des sondes radioactives pour les ge'ls de rétention
Des oligonucléotides simple brin, sens et anti-sens, contenant un site de liaison a I’ADN

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

(Dilution/ (Dilution/
Temps/ Temps/
Anticorps primaires T °C) Anticorps secondaires T °C)
p‘gg’fglf)’}(lgi‘ﬁ’o (1:1000/ | Anti-lapin (SantaCruz ~ (1:1000/
Signaling, Pickering 16h/ Biotechnologies, Santa 1h/
ON, Canada) 4°C) Cruz, CA, USA) 22°C)
p42(/(13):1‘1‘ ts‘;tala(ﬁm) (1:1000/ | Anti-lapin (SantaCruz  (1:1000/
Pickeri E’n OI\% 16h/ Biotechnologies, Santa 1h/
& YN 4°C) Cruz, CA, USA) 22°C)
Canada)
p3§é’g‘1‘l’ssﬂh°$§2“) (1:500/ Anti-lapin (SantaCruz ~ (1:1000/
Pickeri;‘fg 01\% 16/ Biotechnologies, Santa W/
Canada) 4°C) Cruz, CA, USA) 22°C)
Jnlzgg‘l’ss{’iho éﬁim) (1:500/ Anti-lapin (SantaCruz ~ (1:1000/
Pick rir%n OI\% 16h/ Biotechnologies, Santa 1/
fekering, N, 4°C) Cruz, CA, USA) 22°C)
Canada)
J(ng tﬁ’t;l (#;izrf 8) (1:500/ Anti-lapin (SantaCruz ~ (1:1000/
Piek ﬁfn OI\% 16h/ Biotechnologies, Santa 1h/
cxering, I 4°C) Cruz, CA, USA) 22°C)
Canada)
A e e, (1:1000/ | Anticlapin SantaCruz ~ (1:1000/
Pickeri r%n OI\% 16h/ Biotechnologies, Santa 1h/
& U 4°C) Cruz, CA, USA) 22°C)
Canada)
‘A(*lét}ftsj“ll (#a9h2n72) (1:1000/ Anti-lapin (SantaCruz (1:1000/
Pizk . r*‘fn 01\% 16h/ Biotechnologies, Santa 1/
erng, LN 4°C) Cruz, CA, USA) 22°C)
Canada)

ACT CAG CCG GAA -3°) ou un site de liaison & I’ADN pour les « CAAT-enhancer
binding proteins » (C/EBPs) au promoteur de I’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 a2 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 I’a-glycoprotéine acide (AGP)
de rat (BOUDREAU et al., 1998) (5’- CTG GTG AGA TTG TGC CAC AGC TCT G 73’)
ou un site consensus de liaison & I’ADN pour les différents membres de la famille GATA

(Catalogue Santa Cruz Biotechnologies 2007, p. 186) (5’- CAC TTG ATA ACA GAA
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AGT GAT AAC TCT -3’) sont tout d’abord hybridés & une concentration finale de 1
pg/uL dans 100 pL d’eau stérile contenant 50 mM NacCl. Les tubes sont incubés dans de
’eau chauffée a 95°C que I’on laisse ensuite refroidir progressivement durant la nuit. Les
oligonucléotides sens et anti-sens utilisés pour faire la sonde double brins possédent en
leurs extrémités 5’ deu>; guanines supplémentaires générant des extrémités 5’ saillantes
apres I’hybridation. Le fragment Kleenow de ’ADN polymérase 1 de Escherichia coli
utilise le désoxycytidine triphosphate (dCTP) radiomarqué au *’P en position alpha
comme substrat pour remplir les extrémités 5 saillantes et ainsi générer des extrémités
franches. Les sondes sont ensuite purifi€es sur colonne de sephadex PfobeQuant G-50
(GE Healthcare, Baie D’Urfé, QC, Canada) puis diluées jusqu’a ce que 1 pL de sonde
donne entre 20 et 50 comptes par seconde (CPS) au compteur Geiger-Miiller. Les sondes

sont conservées a -20°C.

2.6 Gel de rétention

Les extraits de protéines nucléaires recueillis sont dosés de la méme fagon que pour les
extraits protéiques totaux. Les gels de rétention et les surétentions sont effectués tels que
décrit dans le mémoire d’Andréane Cartier (CARTIER, 2008) a I’exception des
modifications suivantes. 6 ng de protéines nucléaires sont utilisés pour les gels de
rétention. Les périodes d’incubation de 30 minutes a température de la piéce apres 1’ajout
de I’anticorps (dans le cas des surétentions) et de la sonde ont été réduits a 5 minutes. Lors
de la réalisation des surétentions, 3 pl. d’anticorps (ou 1 pL d’anticorps concentré,
identifiés avec « * ») dirigés contre C/EBPa*, C/EBPB*, C/EBP&*, JunB*, cJun*, cFos*,
les sous-unités pS0* et p65* de NF-kB ou GATA-4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA) sont également ajoutés aux échantillons. La séparation des extraits
nucléaires s’effectue dans un gel non-dénaturant de polyacrylamide 5,33%. La migration
des échantillons sur gel s’effectue & 150 V. Le séchage du gel se fait sur une période de 1

heure et 45 minutes.

2.7 Extraction des ARNs totaux

Des extractions d’ARN totaux (CARTIER, 2008) ont été réalisées en utilisant le réactif de
TRIzol (thitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada)/ sur les cellules IEC-6
pBabepuro, pBabepuro GATA-4 cultivées dans des pétris de 100 mm et sur lesquelles les

traitements a I’IL-1J3 ont été effectués.
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2.8 RT-PCR semi quantitatif

Les extraits d’ARN totaux sont dosés par spectrophotométrie en appliquant la relation
suivante : (1.00 DO? 60nm = 40 ug d’ARN). La réaction de reverse transcriptase s’effectue
dans un tube de 200 pL dans lequel on place 5 ng d’ARN, 0,5 pg d’oligonucléotides pdT-
18 (synthétisé chez IDT Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, USA) et 1uL de
dNTPs 40 mM (10 mM de chaque nucléotide) (GE Healthcare, Baie D’Urfé, QC,
Canada), le tout dans un volume total de 12 pL. Les échantillons sont incubés pendant 5
minutes & 65°C apres quoi sont ajoutés 4 ul. de First Strand Buffer 5X (Invitrogen Life
Technologies, Burlington, ON, Canada), 2 puL. de DTT 0,1 M, 1 puL d’inhibiteur de RNase
(RNaseOUT) (40 U/pL) (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada) et 0,5
pL de I’enzyme SuperScript II (200. U/uL) (Invitrogen Life Technologies, Burlington,
ON, Canada). La réaction de transcription inverse s’effectue pendant 50 minutes a 42°C
suivi d’une incubation de 15 minutes & 70°C. Les échantillons d’ADN complémentaire
(ADNC) sont conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation lors des réactions de polymérisation
en chaine (PCR). Ces derniéres sont effectuées avec le « Tag PCR Master Mix » (Qiagen,
Mississauga, ON, Canada). La réaction 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 stérile, 0,1 pg de chaque
amorce (sens et anti-sens) et 1 uL d’ADNc. La nature des amorces utilisées (Invitrogen
Life Technologies, Burlington, ON, Canada; IDT Integrated DNA Technologies,
Coralville, IA, USA) lors des réactions de PCR a été choisie a 1’aide du programme en
ligne Primer3 (http:/frodo.wi.mit.edu/primer3/). Les séquences des amorces sdnt
présentées dans le tableau 2. Le programme « Touch Down » utilisé pour la réaction de
PCR est présenté dans le tableau 3. 5 pL. de chaque produit de PCR sont ensuite séparés
par électrophorese sur un gel d’agarose 1,4% contenant du bromure d’éthidium 300
ng/mL. Les photos sont prises pendant que le gel est exposé & une lampe a rayons
ultraviolets (UV).

‘\\_
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http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

Tableau 2 : Séquence des amorces de PCR utilisées pour analyser l'expression de génes de

réponse inflammatoire

Cible Sens Séquence
CCL2 Sens 5’—CCA GAAACCAGCCAACTCTC-3
Anti-sens 5°—~AGG CAT CACATT CCAAATCA-3
CXCL2 Sens 5’—CCT CCT GTG CTC AAG ACTCC-3
Anti-sens 5’—GAG CTG GCC AATGCATATCT -3’
CXCL10 Sens 5’ —GCT TAT TGA AAGCGGTGA GC -3
Anti-sens 5°—ATT TGC CAT CTC ACCTGG AC-3
CCL5S Sens 5’ - GTG CCC ACG TGA AGG AGT AT-3’
Anti-sens 5°—ATC CCC AGC TGG TTAGGACT -3’
iNOS Sens — GGG AGC CAGAGC AGT ACAAG-3
Anti-sens 5°-GTG GGG TTG TTG CTG AACTT -3’
GAPDH Sens —GTG AAG GTC GGT GTG AAC GG -3
Anti-sens | 5°—CCA AAG TTG TCA TGG ATG AC — 3’
Tableau 3 : Programme utilis€é lors des réactions de PCR pour I'observation de
l'expression de génes de réponse inflammatoire
Cycle Dénaturation Hybridation Polymérisation
- I minute & 95°C - -
1 cycle 1 minute a 95°C 1 minute a 62°C 1 minute & 72°C
Cycles2 424 1 minute & 95°C -0,3°C / cycle 1 minute a 72°C
24° cycle - 10 minutes a 72°C -

3. Génération et caractérisation des mutants de GATA-4

3.1 Mutageneése dirigée

Les mutants de délétions nous permettent d’étudier I’importance de certaines régions de la
protéine GATA-4 dans le processus inflammatoire. Les régions N-terminale et C-
terminale, les deux doigts de zinc, ensemble ou séparément, la région basique ou encore
une région riche en sérines ont été délétées. Les mutants spécifiques servent a étudier
I’importance d’un site spécifique de la protéine capable d’étre modifiée post-
traductionnellement, par exemple par phosphorylation. Les sites S105, S261 et S420 421
sont des sites de phosphdrylatlon pour Erk, PKA et PKC respectivement (LIAN G/ Qetal,
2001 ; TREMBLAY et VIGER, 2003 ; WANG et al., 2005). Tous les mutants sont
schématisés a la figure 6. Les mutants GATA-4 A270-294, A351-560, S105A, S105D,
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Figure 6 : Schéma des mutants de GATA-4

Les mutants GATA-4 A216-240 (1), A216-294 (3) et A294-336 (4) ont été réalisés 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 été réalisés
selon la technique Quick Change® de Stratagene.
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S261A, S261D, S420.421A et S420.421D ont été réalisés en appliquant le protocole du
« Quick Change® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit » (Stratagene, West Cedar Creek,
TX, USA) (Figure 7). L’ADN matrice utilisé pour la mutagenese est pBabepuro-GATA-4
pour les mutants A270-294, A351-360, S105A, S261D, S420.421A et S420.421D, et
pCDNA3-GATA-4 pour les mutants S105D et S261A. L’ADN pCDNA3-GATA-4
provient du professeur F. Boudreau (Université de Sherbrooke, Sherbrooke, QC, Canada).
Les oligonucléotides utilisés pour la génération par PCR des copies simple brin mutantes -

sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Séquence des amorces utilisées pour la mutagenése selon la méthode Quick
Change de Stratagene

Mutant Séquence

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 CCATCAAGACAGA-3

S105A 5’ -~ CGC CGC CCG TGG CCC CGC GCTTC -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’

5° _TCA GAC ATC GCA GGC CGC CGC CAA GCA

S420.421A GGA CTC TTG - 3°

$420.421D 5° — CAC TCA GAC ATC GCA GGC CGA CGA CAA
‘ GCA GGA CTC TTGGAAC -3’

K318.320.322R 5° — GAG GGG ATT CAA ACC AGA AGA CGG AGG

CCC AGG AAC CTG AAT AAATCT AAG-3’

D a la présence de délétions de grande taille, les mutants GATA-4 A216-240, A216-294
et A294-336 ont été générés grice a la technique de PCR par « overlap extension »
(MONGRAIN, 2007) (Figure 8). Les régions en amont et en aval de la section a étre
délétée sont tout d’abord amplifiées séparément en utilisant deux paires d’amorces en
conséquence (amogces rouges pour amplifier la région rouge, et amorces bleues pour
amplifier la région bleue). Les séquences des amorces utilisées pour la mutagenése par

« overlap extension » sont illustrées dans le tableau 5. Pour cette premiére réaction de
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Figure 7 : Mutagenése selon la méthode Quick Change de Stratagene

L’ADN matrice est soumis a une amplification par réaction de polymérisation en chaine
(PCR) a I’aide d’un oligonucléotide simple brin contenant la mutation d’intérét. Le
produit de la réaction PCR est ensuite digéré par I’enzyme Dpn 1 qui digére tout ADN
méthylé provenant de bactéries. Le produit de digestion sert ensuite a la transformation
bactérienne. k

Adapté de la figure originale sur www. stratagene.com.
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Figure 8 : Mutagenése selon la méthode « overlap extension »

L’ ADN matrice est soumis a deux amplifications séparées par réactions de PCR a ’aide
d’oligonucléotides spécifiques. Les deux fragments d’ADN (rouge et bleu) disposés de
chaque coté de la délétion désirée (jaune) sont donc amplifiés. Ces derniers sont ensuite
mélangés puis soumis & une seconde amplification par PCR au cours de laquelle ils sont
recombinés.

Adapté de MONGRAIN, 2007.
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PCR, 100 ng d’ADN matrice pBabepuro-GATA-4 sont placés dans un volume total de 50
puL combiné avec 5 ul. de tampon PCR High Fidelity 10X, 1 uL de dNTPs 40 mM (10
mM de chaque nucléotide), 100 ng d’amorces sens et anti-sens et 1 U de Platinum® Taq
ADN Polymérase High Fidelity (Invitrogen, Burlington, ON, Canada).

Tableau 5 : Séquence des amorces de PCR utilisées pour la mutagenése par « overlap
extension » ‘

Référence sur .
Mutants la Figure 2 Sequence
Amorce 5° Amorce 5° 5°—TCA CTA GGA TCC ACC ATG TAC CAA
commune Nterm AGCCTG GCCATGGT -3
Amorce 3° Amorce 3’ 5> -TCA CTA GAA TTC TTA CGC GGT GAT
commune Cterm TAT GTC CCCATGAC-3
GATA-4 Amorce 3’ 5’ - GAC TTC TCA GGA GGC AGA GAG GGC
A216-240 Nterm CTC TAT CAC AAG ATG AAC -3’
Amorce 5° 5> —GTT CAT CTT.GTG ATA GAG GCC CTC
Cterm TCT GCC TTC TGA GAA GTC -3
GATA-4 Amorce 3’ 5’ — ATG GAG CTT CAT GTA GAG GCC CTC
A216-294 Nterm TCT GCC TTC TGA GAA GTC -3
Amorce 5’ 5 - GAC TTC TCA GAA GGC AGA GAG GGC
Cterm CTC TAC ATG AAG CTC CAT-3°
GATA-4 Amorce 3° 5’ — ACC ACT GGA GGG AGG GAG GGT GGC
A294-336 Nterm ATT ACATAC AGGCTC ACC-3
Amorce 5’ 5’ — GGT GAG CCT GTA TGT AAT GCC ACC
Cterm CTC CCT CCC TCC AGTGGT -3

Les produits de PCR sont purifiés sur des colonnes filtres « Montage PCR® » (Millipore,
Bedford, MA, USA). Pour la seconde réaction de PCR, 50 ng de chaque produit PCR
purifié sont combinés dans un méme tube et placés dans les mémes conditions que lors de
la premiére réaction de PCR. L’insert complet est purifié¢ & nouveau sur colonne filtres
« Montage PCR » et cloné dans pBabepuro dans le site Bam HI - Eco RI aprés digestion
enzymatique. Le tableau 5 montre les séquences des amorces utilisées lors de la
mutagenese par « overlap extension ». Les ADNs mutants générés sont transformés dans
des bactéries Escherichia co]i TOP-10F’ puis sélectionnés sur pétris d’agar contenant de
P’ampicilline 2 100 pg/mL. Ces mutants positifs sont ensuite cultivés, puis leur ADN

plasmidique extrait & I’aide des trousses d’extraction d’ADN plasmidiqile « Midi Prep » et

52



« Mini Prep » (Qiagen, Mississauga, ON, Canada). La qualité des ADNGs est vérifiée sur
gel d’agarose et par séquengage (Génome Québec, Université McGill, QC, Canada). Les
mutants pBabepuro-GATA-4. A216-240, A270-294, A216-294, A294-336, A351-360,
S105A, et S261D ainsi que les mutants pCDNA3-GATA-4 AS105D, AS261A
AS420.421A et AS420.421D ont été obtenus et validés par séquengage.

3.2 Production de rétrovirus »

La production de virus (CARTIER, 2007) s’est faite a I’aide de I’ADN codant pour les
protéines du rétrovirus de la leucémie murine amphotropique (AMLYV). Des virus ont été
produits pour les mutants pBabepuro-GATA-4 A216-240, A270-294, A216-294, A294-
336, A351-360, S105A et S261D.

3.3 Infection rétrovirale »
Les infections rétrovirales (CARTIER, 2007) ont été effectuées sur des cellules IEC-6.
Seules les constructions mutantes de GATA-4 disponibles dans le vecteur pBabepuro ont

été utilisées.

34 Microscopie en contraste de phase

Les lignées cellulaires IEC-6 pBabepuro, pBabepuro GATA-4 de type sauvage et GATA-
4 mutants établies ont été observés par microscopie en contraste de phase a un
grossissement de 40X a I’aide d’un microscope « Zeiss Axiovert 200M Fluorescence/Live

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

3.5 Essai de prolifération

Des tests de prolifération ont été réalisés sur les cellules IEC-6 infectées avec les
différentes constructions pBabepuro, pBabepuro GATA-4 wt et GATA-4 mutants. Les
décomptes cellulaires s’effectuent a I’aide du compteur de cellules Countess (Invitrogen,
Burlington, ON, Canada). Les cellules sont incubées jusqu’a confluence dans des boites
de pétris de 100 mm dans du milieu DMEM 5% FBS, 2 pg/mL de puromycine. Elles sont
trypsinisées dans 1 mL puis transférées dans un volume total de 10 mL de milieu DMEM
5% FBS. 20 pL de cellules sont placées dans un tube de 1,5 IﬁL préidentifié auquel on
ajoute 20 pL de bleu de trypan (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). Les cellules et le

colorant sont homogénéisés par « up and down ». 10 pL de cellules colorées sont alors
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ajoutés dans chacune des chambres de 1’hématimétre fourni avec 1’appareil (Invitrogen,
Burlington, ON, Canada). Le bleu de trypan ne doit pas étre ajouté plus de trois minutes
avant le décompte. Les valeurs fournies lors de ce premier décompte cellulaire servent a
démarrer la courbe de prolifération avec un nombre fixe de cellules pour chaque lignée a
I’étude. La prolifération s’effectue en duplicata dans des plaques de six puits dans
lesquelles 60 000 cellules ont été initialement placées puis incubées dans 2 mL de milieu
DMEM 5% FBS, 2 ug/mL de puromycine. Le moment venu de compter les cellules, le
milieu est retiré, les cellules sont lavées avec 1 mL de PBS 1X. Elles sont ensuite
trypsinisées (500 pL de trypsine) puis incubées 2 minutes a 37°C. 20 pL de cellules
trypsinisées sont placées dans des tubes de 1,5 mL préidentifiés auxquels on ajoute 20 pl.
de bleu de trypan. Les comptages pendant la courbe de prolifération s’effectuent de la

méme maniére que lors du premier comptage.

3.6 Calcul du temps de doublement

Les valeurs de décompte cellulaire sont placées sous forme de graphique a I’aide du
logiciel Microsoft Excel ou x est le temps (en heure) et y est le nombre de cellules. La
courbe exponentielle de prolifération est caractérisée grace a 1’ajout d’une courbe de
tendance (type exponentielle). Les temps non représentatifs de la période de prolifération
cellulaire exponentielle ne sont pas ajoutés dans le graphique pour le calcul de la courbe -
de tendance. La formule de la courbe de tendance est calculée par le programme et est
ajoutée au graphique sous la forme : y = ge®™ ol y est le nombre de cellules, 2 un nombre
quelconque, e la constante népérienne (2,718 281), b un nombre quelconque, et x le temps
(en heure). Le temps de doublement (7},) représente le temps requis pour que le nombre
de cellules « y » double. Pour ce faire, il faut considérer deux points sur la courbe de
tendance : y, = ae™ et y, = ae™. |

T, = x, — x, lorsque y, =2y,.D¢és lors :

h{ﬂj - ln[&J
T, = a a

L’équation se simplifie pour donner :
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3.7 Essai luciférase

Les essais luciférases ont été réalisés sur des extraits de protéines totales de cellules HEK
293T transfectées avec des vecteurs d’expression de C/EBPS avec ou sans GATA-4,
S105A et S261D, et avec le géne rapporteur AGP-luciférase, selon la méthode rapportée
précédemment (TURGEON, 2006). |

e
S
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RESULTATS

1. Modulation de la réponse inflammatoire intestinale par GATA-4
1.1 GATA-4 module de fagon sélective I’activité des MAPK et d’Akt

1.1.1 GATA-4 n’affecte pas [’activité de Jnk et de p38

Pour vérifier si la surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 peut moduler 1’activité de Jnk
et de p38 en contexte inflammatoire, des extraits protéiques totaux de cellules IEC-6
surexprimant ou non GATA-4, et traitées ou non avec du FBS ou de I'IL-1P ont été
analysées par immunobuvardage de type Western en utilisant des anticorps spécifiques
contre les formes phosphorylées des MAPK Jnk et p38 (Figure 9). La phosphorylation de
Jnk est augmentée suite & une stimulation de dix minutes au FBS ou & I’IL-18 et diminue
aprés deux heures. Une surexpression de GATA-4 ne semble pas moduler
significativement cette phosphorylation. L’activité de p38 augmente suite a un traitement
de dix minutes a I’IL-1p 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 [’activité de p42/p44 et d’Akt

Pour vérifier si la surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 peut moduler Pactivité de
p42/p44 et d’Akt en contexte inflammatoire, des extraits protéiques totaux de cellules
IEC-6 surexprimant ou non GATA-4, et traitées ou non au FBS ou a I'IL-1B, ont été
analysées par immunobuvardage de type Western en utilisant des anticorps spécifiques
contre les formes phosphorylées de p42/p44 et d’ Akt (Figure 10). La phosphorylation de
p42/p44 est augmentée suite a une stimulation de dix minutes au FBS ou & I’IL-1p. Cette
phosphorylation retourne a des niveaux basaux deux heures suivant le traitement au FBS,
mais pas suivant un traitement & I’IL-1B. La surexpression de GATA-4 réduit la
phosphorylation de p42/p44 dans les deux conditions. Des niveaux de base de
phosphorylation d’Akt sont détectables dans les IEC-6. Les niveaux de phosphorylation
d’Akt sont faiblement augmentés suivant une induction de/dix minutes au FBS ou 4 I’IL-
1B. 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'activité 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, traitées avec sérum ou IL-1B avec des anticorps contre Jnk total ou Jnk
phosphorylé (A) (n = 2), et contre p38 phosphorylé, et sin3A comme contrdle des niveaux
de protéines (B) (n = 3).
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Figure 10 : GATA-4 inhibe I'activité de p42/p44 et d'Akt dans les IEC-6 en condition
inflammatoire

Immunobuvardage de type Western d’extraits de cellules IEC-6 contrdle ou surexprimant
GATA-4, traitées avec sérum ou IL-1P avec des anticorps contre p42/p44 total ou p42/p44
phosphorylé (A) (n = 2), et contre Akt total et Akt phosphorylé (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 protéiques des facteurs C/EBPs, AP-1 et NF-xB »

1.2.1 GATA-4 induit la formation de complexes C/EBPs de hauts poids moléculaires et
diminue les isoformes C/EBPS et C/EBPJ a I’ADN

Pour mieux comprendre comment GATA-4 influence I'interaction des C/EBPs avec
I’ADN dans les IEC-6 dans un contexte inflammatoire, des extraits protéiques nucléaires
provenant de cellules IEC-6 surexprimant ou non GATA-4, et traitées ou non a I’IL-1p,
ont été analysées par gel de rétention en utilisant une sonde radiomarquée représentant
une séquence d’ADN consensus présente au promoteur de I’haptoglobine et liant les
C/EBPs (Figure 11). Dans les cellules contrble, une stimulation de quatre heures a I'IL-1
induit une augmentation de la liaison des complexes C/EBPs a ’ADN et ’augmentation
de la liaison des isoformes C/EBPP et C/EBP§ est montrée par surétention. Une
surexpression de GATA-4 entraine la formation de complexes protéiques de hauts poids
moléculaires et diminue 1’expression des isoformes C/EBPB et C/EBPS. Une
surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 induit une diminution de I’expression de
C/EBPB et de C/EBPS (TURGEON et al., 2008). La présence des complexes C/EBPs de
hauts poids moléculaires pourrait s’expliquer par une plus grande présence d’isoformes -
C/EBPa par rapport aux isoformes C/EBPP et C/EBPS dans les complexes liés a I’ADN,

tel que rapporté au laboratoire précédemment (non montré).

1.2.2 GATA-4 augmente la liaison a I’ADN de base des facteurs AP-1 et induit la
Jormation de complexes protéiques de hauts poids moléculaires

Pour mieux comprendre comment GATA-4 influence I’interaction des facteurs AP-1 avec
I’ADN dans les IEC-6 en contexte inflammatoire, deé extraits de protéines nucléaires de
cellules IEC-6 surexprimant ou non GATA-4, et traitées ou non a I’IL-1p, ont ét€ analysés
par gel de rétention en utilisant une sonde représentant un site consensus capable de lier
- les membres de la famille AP-1 (Figure 12). Une stimulation de quatre heures a I’IL-1p
induit une augmentation de la liaison des complexes AP-1 a I’ADN. Une surexpression de
GATA-4 induit une liaison accrue des facteurs AP-1 4 ’ADN et favorise la formation de
complexes j)rotéiques de hauts poids moléculaires. La présence accrhe de I’isoforme cJun
4 ’ADN causée par la surexpression de GATA-4 a été observée par surétention. Les

isoformes cFos et junB n’ont pu étre mis en évidence par surétention.
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Figure 11 : GATA-4 induit la formation de complexes C/EBPs de hauts poids
moléculaires et diminue le recrutement des isoformes C/EBPB et C/EBPS a PADN
dans les IEC-6 en condition inflammatoire

Une sonde radiomarquée contenant un site de liaison des C/EBPs du promoteur de
I’haptoglobine a ét¢ mélangée & des extraits nucléaires de cellules IEC-6 contrdle ou
surexprimant GATA-4, stimulées ou non avec de I’IL-1p. Des anticorps contre C/EBPa,

C/EBPB ou C/EBPS ont ét€ ajoutés dans les expériences de surétention. (n = 1).
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Figure 12 : GATA-4 induit une augmentation de la liaison de base des facteurs AP-1
a PADN et induit la formation de complexes de hauts poids moléculaires dans les
IEC-6 en condition inflammatoire

Une sonde radiomarquée contenant un site de liaison de AP-1 a été¢ mélangée & des
extraits nucléaires de cellules IEC-6 contrdle ou surexprimant GATA-4, stimulées ou non
avec de I’IL-1PB. Des anticorps contre junB, cJun et cFos ont été ajoutés dans les’

expériences de surétention (n = 2).
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1.2.3 GATA-4 augmente la liaison a I’ADN de NF-kB en induisant p50 et p65 ainsi qu'un
troisiéme facteur capable d’interagir avec p65 pour former des complexes de hauts poids
moléculaires |
Pour mieux comprendre comment GATA-4 influence I’interaction de NF-xB avec ’ADN
dans les IEC-6 en contexte inflammatoire, des extraits de protéines nucléaires de cellules
IEC-6 surexprimant ou non GATA-4, et traitées ou non a I’'IL-1B, ont été analysés par gel
de rétention en utilisant une sonde représentant un site consensus capable de lier NF-xB
“(Figure 13). La présence de facteurs NF-xB a I’ADN n’est pas détectable en condition
non-inflammatoire. Une stimulation de trente minutes a 1’IL-1f induit le recrutement des
complexes NF-kB a I’ADN. Dans les cellules IEC-6 contrdle, les diméres principaux
retrouvés a ’ADN suite a un traitement a D’IL-1f sont pS0/p65 et p50/p50. La
surexpression de GATA-4 augmente la liaison & ’ADN de NF-xB. L’induction de la
liaison 4 I’ADN des isoformes p50 et p65 est observable par surétention. La surexpression
de GATA-4 entraine également des changements dans la composition des complexes.
Ceux-ci sont présque complétement retardés suite a 1’ajout d’anticorps dirigé€s contre p65,
et partiellement retardés suite a I’ajout d’anticorps diﬁgés contre p50, suggérant que la
quasi-totalité des complexes NF-kB présents dans les cellules surexprimant GATA-4
contiennent du p65, mais une fraction de ceux-ci seulement contiennent du p50. Cette
observation suggére qu’un troisiéme facteur, membre de la famille NF-kB ou pas, pourrait
remplacer partiellement pS0 et complexer avec p65 pour former des complexes protéiques
de hauts poids moléculaires. L’ajout d’anticorps GATA-4 n’entraine aucun retard de

migration des complexes, suggérant que GATA-4 n’est pas ce troisicme facteur.

1.3 GATA-4 module [’expression des ARNm de CCL5 et d’iNOS

Dans le but de déterminer si la surexpression de GATA-4 peut engendrer des modulations
dans I’expression de génes pro-inﬂaminatoires, des extraits d’ARNm totaux de cellules
IEC-6 surexprimant ou non GATA-4 et traitées ou non avec de I’IL-1p, ont été analysés
par RT-PCR semi-quantitatif (Figure 14). Une stimulation de deux heures a I’IL-1p induit
I’expression des ARNm de CCL2, CXCL2, CXCL10, CCLS et iNOS. Une surexpression
de GATA-4 engendre une baisse des niveaux induits d’ARNm de CCLS5 et d’iNOS, mais
pas de CCL2, CXCL2 et CXCLI10. y
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Figure 13 : GATA-4 augmente la liaison 2 ’ADN de NF-kB en induisant p50 et p65
ainsi qu’un troisi¢tme facteur capable d’interagir avec p65 pour former des
complexes de hauts poids moléculaires dans les IEC-6 en condition inflammatoire

Une sonde radiomarquée contenant un site de liaison de NF-kB a été mélangée & des
extraits nucléaires de cellules IEC-6 contrdle ou surexprimant GATA-4, stimulées ou non
avec de I’IL-1B. Des anticorps contre p65, pS0 et GATA-4 comme contrdle, ont été

ajoutés dans les expériences de surétention. Les deux complexes NF-kB sont indiqués (n

=1).
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Figure 14 : GATA-4 module I’expression des ARNm de CCLS et d’iNOS

Une réverse transcription a été effectuée sur des ARNSs totaux provenant de cellules IEC-6
contrdle ou surexprimant GATA-4. L’ADNc a été utilisé pour des réactions de
polymérisation en chaine avec des oligonucléotides spécifiques aux génes CCL2 (n = 4),
- CXCL2 (n = 3), CXCL10 (n = 4), CCLS (n = 4), iNOS (n = 2) et GAPDH comme
contrdle de quantité d’ARN.
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2. Développement et validation des mutants de GATA-4

Dans le but de mieux caractériser les mécanismes par lesquels GATA-4 module la
répo.nse inflammatoire intestinale, plusieurs mutants de GATA-4 ont été générés et
caractérisés. Au cours de mon passage au laboratoire, j’ai pu effectuer une partie de la
caractérisation. D’autres études seront nécessaires dans le futur afin de compléter leur
caractérisation et de pouvoir étudier leur implication dans la réponse inflammatoire

intestinale.

2.1 Surexpression des mutants de GATA-4

Les mutants de GATA-4 développés ont €té produits par réactions de PCR tel que décrit
dans la section « matériel et méthodes ». Les construétions validées sur gel d’agarose et
par séquencgage ont €t surexprimées par transfection transitoire dans des HEK 293T et/ou
par infections stables dans des cellules IEC-6. Des extraits protéiques nucléaires ont été
analysés par immunobuvardage de type Western afin de valider la surexpression des
mutants de GATA-4 (Figure 15). Les mutants GATA-4 délétés pour les deux doigts de
zinc séparément (A216-240 et A270-294), le mutant délété pour la région basique (A294-
336), le mutant délété pour la région riche en sérines (A351-360), ainsi que les mutants
S261D et S105A sont exprimés suivant une infection rétrovirale dans les IEC-6.
L’expression du mutant GATA-4 délété pour les deux doigts de zinc (A216-294) n’est pas
détectée (Figure ISA). Les mutants spécifiques S105D, S261A, S420.421A et S420.421D
ont été transfectés dans les HEK 293T et leur expression a ét€ confirmée par
immunobuvardage de type Western. Le mutant GATA-4 S105D est faiblement exprimé.
Les mutants S261A, S420.421A et S420.421D sont quant & eux exprimés plus fortement
(Figure 15B). Le clonage de ces mutants dans le vecteur d’expression pBabepuro sera
nécessaire afin de pouvoir effectuer des infections stables dans des IEC-6 et ainsi

poursuivre le processus de caractérisation.

2.2 Liaison a I’ADN des mutants de GATA-4

Afin d’étudier la liaison a4 I’ADN des mutants de GATA-4 délétés pour les deux doigts de
zinc ensemble (A216-294) ou §éparément (A216-240 et A270-294), pour la région basiqile
(A294-336) et pour la région riche en sérines (A351-360), des extraits de protéines

nucléaires de cellules IEC-6 surexprimant ces mutants ont été analysés pargel de rétention
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Figure 15 : Surexpression des mutants de GATA-4

A. Immunobuvardage de type Western d’extraits de cellules IEC-6 contrdle ou
surexprimant GATA-4 de type sauvage, ou le mutant délété 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 région basique (A294-336), la région riche en sérines (A351-360), ou les
mutants spécifiques S105A et S261D, effectués avec des anticorps contre GATA-4 et
I’actine comme contréle des niveaux de protéines. B. Immunobuvardage de type Western
d’extraits de cellules HEK 293T contrdle ou surexprimant GATA-4 de type sauvage, ou
les mutants spécifiques S105D, S261A, S420.421A et S420.421D, avec des anticorps

contre GATA-4 et mSin3A comme contrdle des niveaux de protéines.
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en utilisant une sonde radiomarquée représentant le site B2 du promoteur de I’AGP
~ capable de lier GATA-4 (Figure 16). Le résultat montre que les mutants des doigt de zinc
A216-240 et A270-294, de la région riche en sérines (A351-360) et de la région basique
(A294-336) lient I’ADN, tel que déterminé par 1’augmentation relative du complexe

retenu par 1’anticorps en comparaison des extraits contrdle.

2.3 Aspect microscopique des mutants de GATA-4

Afin de déterminer si la surexpression des différents mutants de GATA-4 pouvait
conduire a ’apparition de phénotypes différents que celui associé a la surexpression de
GATA-4 de type sauvage, les lignées IEC-6 surexprimant de fagon stable les mutants
délétés pour les deux doigts de zinc séparément (A216-240 et A270-294) et pour la région
basique (A294-336) ont €té observées par microscopie en contraste de phase. Le mutant
délété pour les deux doigts de zinc ensemble (A216-294) a €té observé comme contrdle
négatif, puisque le mutant n’est pas exprimé (Figure 17). Les cellules surexprimant
GATA-4 atteignent une densité de saturation plus élevée (non montré). Contrairement aux
cellules IEC-6 contrdle, elles sont plus réfringentes, semblent plus épaisses et sont
délimitées de fagon plus nette. L’adhésion des cellules entre elles est aussi augmentée
suite a I’expression de GATA-4. De fagon intéressante, 1’aspect des cellules exprimant le
mutant de GATA-4 d€lété pour la région basique (A294-336) est semblable a celui des
cellules IEC-6 contrdle et des cellules A216-294 (contrdle négatif). Les cellules IEC-6
surexprimant le mutant GATA-4 délété pour le doigt de zinc en N-terminal (A216-240)
sont plus réfringentes, mais ont un aspect plus étiré qui ressemble & des cellules
fibroblastiques, contrairement aux cellules exprimant le mutant avec le doigt de zinc C-

terminal délété (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 était possible de remarquer des différences
dans les vitesses de prolifération. Pour quantifier ces différences, des essais de
prolifération ont été effectuées sur les mutants de GATA-4 délétés pour les deux doigts de
zinc séparément (A216-240 et A270-294), pour la région basique (A294-336) et pour les
mutants spécifiques S105A et S261D. Le temps de doublement de ces mutanfs a été
calculé tel que décrit dans la section « matériel et méthodes » et sont présentés dans le

tableau 6. Les résultats montrent que la vitesse de prolifération est accrue en présence de
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Figure 16 : Liaison 2 ’ADN des mutants de GATA-4

Une sonde radiomarquée contenant un site de liaison B2 du promoteur de I’AGP liant
GATA-4 a été mélangée a des extraits nucléaires de cellules IEC-6 contrdle ou
surexprimant GATA-4 de type sauvage ou les différents mutants de délétion de GATA-4.

Des anticorps contre GATA-4 ont été ajoutés dans les expériences de surétention (n= 1).
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Figure 17 : Aspect microscopique des mutants de GATA-4
Les cellules IEC-6 contrdle, ou surexprimant GATA-4 de type sauvage ou certains
mutants de délétion, ont été observées par microscopie a contraste de phase

(grossissement 40 X).

N
~



GATA4 (Rég

78



~——

- GATA-4 et des mutants des doigts de zinc pris séparément. Par contre, le temps de

doublement des eellules exprimant le mutant A294-336 (région basique) est augmenté, et
intermédiaire entre celui des cellules GATA-4 et celui des cellules controle. Finalement le
temps de doublement des cellules exprimant les mutants S105A et S261D est 1égérement
plus rapide que celui des cellules exprimant GATA-4 de type sauvage. Il est a noter que
cette approche de mesure du temps de doublement donne des durées plus longues que
celles obtenues par comptage manuel, mais les différences entre mutants sont reSpectées

(non montré).

Tableau 6 : Temps de doublement des mutants de GATA-4

Délétion 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 Région basique 37,0
GATA-4 S105A Site Erk 28,4
GATA-4 S261D Site PKA ’ 26,9

2.5 Activité transcriptionnelle de GATA-4 S1054 et S261D

L’activité des mutants S105D et S261A é été mesurée par essai luciférase en utilisant des
extraits totaux de cellules HEK293T dans lesquelles ont été cotransfectés les mutants
GATA-4 SI105A ou S261D avec Ulisoforme C/EBPS, connu pour activer
synergistiquement avec GATA-4 l’expfession d’AGP. (Figure 18). Tel que montré sur la
figure 18A, une cotransfection du mutant S105A de GATA-4 avec C/EBP3 n’entraine
aucune modification significative de ’expression d’AGP comparativement & GATA-4 de
type sauvage (environ 3 fois). Toutefois, une cotransfection du mutant S261D de GATA-4
avec C/EBP9 entraine une augmentation de la transactivation du promoteur AGP (environ
4 fois), suggérant un rdle possible ’c/ie la phosphorylation sur la sérine 261 de GATA-4 par
la PKA dans le controle de ’expression C/EBP- et GATA-4-dépendante de I’ARNm
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d’AGP. Ce résultat devra étre confirmé en utilisant un contrdle de transfection comme.
SV40 renilla. D’autre part, considérant I’impact négatif d’une surexpression de GATA-4
sur ’expression des C/EBPs (TURGEON et al., 2008), nous avons vérifié si le mutant
S105A pouvait aussi moduler I’expression des C/EBPs. Tel que démontré dans la figure
18B, la surexpression de GATA-4 ou de GATA-4 S105A dans les IEC-6 entraine une
diminution de ’expression de C/EBPf et de C/EBPS.
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Figure 18 : Activité des mutants de GATA-4

(A) Des extraits de cellules HEK 293T transfectées avec des vecteurs d’expression de
C/EBP3 avec ou sans GATA-4, S105A et S261D, et avec le géne rapporteur AGP-
luciférase, ont été utilisés afin de mesurer 1’activité transcriptionnelle par essai luciférase
(n = 1). (B) Immunobuvardage de type Western d’extraits de protéines nucléaires de
cellules IEC-6 contrdle ou surexprimant GATA-4 de type sauvage ou le mutant S105A,
avec des anticorps contre GATA-4, C/EBPB, C/EBPS et actine comme contrdle de la

quantité de protéines (n = 1).
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS

1. GATA-4 module la réponse inflammatoire intestinale chez le rat

Les premiers indices nous permettant de suspecter un réle de GATA-4 dans la réponse
inflammatoire intestinale nous proviennent d’analyses d’essais de micropuces & ADN
montrant qu’une surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 module I’expression de
certains génes impliqués dans la réponse inflammatoire. Sachant que les C/EBPs jouent
un role important dans la réponse 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 premiéres investigations effectuées dans notre laboratoire sur I’implication de GATA-
4 dans la réponse inflammatoire étaient de déterminer si les C/EBPs pouvaient y étre
impliqués. Notre laboratoire a montré d’une part que GATA-4 peut interagir
physiquement avec les C/EBPs dont C/EBP$ et moduler la réponse inflammatoire C/EBP-
dépendante en affectant leur expression protéique et en modulant I’expression de génes de
réponse inflammatoires C/EBP-dépendants comme 1’AGP, le thiostatin et I’haptoglobine
(TURGEON et al., 2008). Le premier objectif de mon projet de maitrise consistait a
déterminer si GATA-4 pouvait moduler la réponse inflammatoire induite par 1’IL-1p dans

les IEC-6 par d’autres voies cellulaires.

1.1 GATA-4 affecte de fagon sélective la phosphorylation des MAPK et d’Akt

L’effet d’une surexpression de GATA-4 sur la phosphorylation des MAPK et d’Akt a été
mesuré, considérant I’importance de ces voies de signalisation dans plusieurs processus
cellulaires, incluant la réponse au stress et la réponse inflammatoire. Mes résultats
démontrent qu’une surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 conduit a une diminution de
la phosphorylation IL-1-dépendante de p42/p44 et d’Akt, mais pas de celle de Jnk et de
p38. Ces résultats suggerent que GATA-4, en modulant la réponse inflammatoire,
n’affecte pas p38 ou Jnk, les principales MAPK impliquées dans la réponse au stress
(WHITMARSH et DEVIS, 1996 ; KYRIAKIS et AVRUCH, 1996 ; IP et DAVIS, 1998),
mais aurait plutdt un role répresseur sur p42/p44 et Akt, des protéines connuesbdavantage

pour leur réles dans la prolifération et la survie cellulaire (JOHNSON et LAPADAT,
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2002 ; -TOKUNAGA et al., 2008) mais pouvant également- étre impliquées dans la
réponse 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 donc étre d’inhiber la réponse inflammatoire dans les
cellules épithéliales intestinales face a certains types de stimuli en inhibant la voie
p42/p44. Pour sa part, la voie de signalisation PI3-K/Akt est associée & un état anti-
inflammatoire. Il est donc possible de croire qu’une surexpression de GATA-4 augmente
la réponse inflammatoire en inhibant la voie Akt. Il est aussi important de rappeler qu’une
surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 méne a un phénotype hyperprolifératif. Ce
faisant, si les voies p42/p44 et Akt, deux voies importantes pour la prolifération et la
survie cellulaire, sont affectées négativement par GATA-4, d’autres voies et mécanismes
pro-prolifératifs et/ou anti;apoptotiques devraient également étre induits pour justifier le
phénotype hyperprolifératif 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 réponse inflammatoire. Méme si nous
pouvons supposer que GATA-4 pourrait accomplir certaines tAches contradictoires lors de
la réponse inflammatoire, d’autres investigations sont nécessaires pour le confirmer. Il
serait entre autre important de valider ’inhibition ou ’activation de ces voies par des
mécanismes complémentaires tels que I’observation de I’expression de génes cibles ainsi
que I’activation d’autres protéines de la voie de signalisation Erk ou Akt. De plus, comme
il est fréquemment rapporté dans la littérature, GATA-4 accomplit plusieurs de ses actions
en se liant a différents cofacteurs capables de moduler son activité. Il est donc possible
que certains de ces facteurs puissent intervenir dans la modulation GATA-4 dépendante
de la réponse inflammatoire et qu"au final, méme si on observe une baisse de
phosphorylation pour p42/p44 et Akt, ces deux voies n’engendrent pas les mémes
réponses que celles répertoriées dans la littérature. Finalement, des résultats préliminaires
suggerent que la phosphorylation de p42/p44 induite par le sérum ou I’'IL-1B est plus
importante lorsque les cellules sont sous-confluentes (non montrés). 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 observé dans les cellules surexprimant GATA-4 soit
due 4 un effet indirect causée par une augmentation GATA-4-dépendante des contacts

cellules-cellules.
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1.2 GATA-4 affecte C/EBP et AP-1

Les membres des familles C/EBPs et AP-1 sont d’importants modulateurs positifs de la
répdnse inflammatoire (POLI, 1998 ; MORIYAMA, 2008) et peuvent interagir
physiquement avec GATA-4 (TREMBLAY et al., 2002 ; LAVOIE et al., 2004 ; HERZIG
et al., 1997). L’interaction entre GATA-4 et C/EBPS s’effectue via leurs domaines C-
terminaux respectifs (TURGEON er al., 2008). L’interaction entre GATA-4 et AP-1 a été
vérifiée au niveau du cceur ou ils peuvent s’associer et lier le promoteur du géne du
récepteur de I’angiotensine II de type 1a (AT1aR) (HERZIG ef al., 1997). Mes résultats
ont montré qu’en surexprimant GATA-4 dans les IEC-6 traitées a I'IL-1p, les facteurs
AP-1 et C/EBPs sont davantage recrutés a l;ADN. Aussi, ’analyse des surétentions
suggere qu’une surexpression de GATA-4 induit la liaison a I’ADN de cJun, alors que
celle des isoformes C/EBPJ et C/EBPS est diminuée. Ces résultats suggérent d’une part
qu’en affectant la réponse inflammatoire, GATA-4 influence d’autres facteurs de
transcription et que cette modulation se fait en partie via la modulation de la liaison &
I’ADN de ces facteurs. La diminution de la liaison & I’ADN des isoformes C/EBPp et
C/EBPS est probablement causée par une baisse d’expression protéique de ces facteurs tel
que rapporté précédemment (TURGEON et al., 2008). Le fait de générer des facteurs de
hauts poids moléculaires 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-étre que GATA-4 lui-méme, étant connu pour interagir physiquement
avec AP-1 et C/EBP, pourrait étre responsable de ce retard de migration en se liant aux
complexes C/EBPs et AP-1, bien que nous n’ayons pas d’évidence a ce sujet. 11 est
€galement possible qu’en diminuant I’expression des isoformes C/EBPB et C/EBPJ, une
plus grande proportion des complexes soit composée de C/EBPa, une isoforme C/EBP

plus lourde.

1.3 GATA-4 affecte NF-«xB

NF-«B est ’un des facteurs de transcription les plus associés au syst¢me immunitaire et &
la réponse inflammatoire (NEURATH et al., 1998). Mes résultats suggerent que la
surexpression de GATA-4 dans les IEC-6 traitées & I’IL-1B affecte la nature des
complexes NF-«B. La liaison 2 ’ADN des sous-unités p50 et p65 est augmentéd. Aucune
étude n’a encore mis en évidence une relation directe entre GATA-4 et NF-«B. Il fut

démontré in vivo que la crocétine, un caroténoide retrouveé dans les fleurs de safran et qui
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possede certaines propriétés anti-oxydatives, pouvait réprimer [’hypertrophie et
I’inflammation associée aux especes réactives de 1’oxygene et que dans ce contexte,
GATA-4 et NF-«B étaient simﬁltanément réprimés. Toutefois, méme si ces deux
événements sont coordonnés, aucun lien causal entre eux n’a été proposé. (CAI et al.,
2009) L’augmentation GATA-4-dépendante de la liaison & I’ADN des sous-unités p50 et
p65 peut étre générée de fagon directe, par interactions protéiques entre ces deux facteurs
ou par effet transcriptionnel, ou indirecte, via I’implication d’autres facteurs. De maniére
intéressante, un site (A/T)GATA(A/G) est présent sur le promoteur du géne NFKBI
codant pour p105, le précurseur de p50. Toutefois, ce site n’a jamais été documenté dans
la littérature (TEN et al., 1992). Ce promoteur contient néanmoins un site AP-1, ce qui
pourrait aussi suggérer qu’une surexpression de GATA-4 puisse moduler a la hausse
I’expression de p105/p50 via une augmentation de I’activité d’AP-1 (TEN et al., 1992). Il
serait néanmoins important de vérifier si GATA-4 peut directement transactiver le géne
NFKBI. Finalement, mes résultats démontrent que la quasi-totalité¢ des complexes NF-xB
formés dans les cellules IEC-6 surexprimant GATA-4 sont composés de p65, mais une
fraction de ceux-ci seulement est composée de pS50, suggérant qu’un troisiéme facteur
remplace partiellement pS0 et forme des complexes avec p65. La réalisation d’une
surétention par 1’ajout d’un anticorps spécifique contre GATA-4 suggére toutefois que
GATA-4 n’est pas ce ftroisitme facteur. D’autres études, comme des essais de
précipitation & la GST seraient probablement utiles afin de s’assurer qu’il n’y a pas
d’interaction protéique 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 1’expression d’un
facteur capable de former des complexes avec certaines sous-unités NF-«kB. Ensemble, ces
résultats mettent en évidence des changements dans la nature des complexes NF-xB
attribuables & une surexpression de GATA-4. Toutefois, il est impossible a 1’heure

actuelle de bien saisir les mécanismes par lesquels GATA-4 module NF-«B.

1.4 GATA-4 affecte 'expression des genes pro-inflammatoires CCL5 et iNOS

La mesure de ’expression de différents génes pro-inflammatoires a été effectuée afin de
déterminer si une surexpression de GATA-4 conduit également a des effets
transcriptionnels en aval. Parmi les différents génes étudiés, nous avons observé que
CCLS et iNOS étaient réprimés par une surexpression de GATA-4. CCLS5 est une

chimiokine capable de recruter les cellules T, dendritiques, éosinophiles, NK, basophiles
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et les mastocytes aux sites d’inflammation (LEVY, 2009). Son promoteur posséde des
sites « interferon-stimulated responsive element» (ISRE), «cyclic AMP-responsive
element » (CRE), « nuclear factor-interleukin 6 » (NF -IL-6) et deux sites NF-xB (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 réponse a
divers stimuli inflammatoires qui synthétise I’oxyde nitrique, un agent aux multiples
roles, dont celui de médiateur en condition inflammatoire (KEKLIKOGLU et al., 2008 ;
DAGHIGH et al., 2002). Le promoteur d’INOS possede des sites de liaison pour NF-«xB,
AP-1, C/EBP, CREB et STAT (AKTAN, 2004). Ces résultats nous permettent de
supposer que méme si GATA-4 semble affecter de fagon positive la liaison 4 I’ADN des
facteurs de transcription C/EBP, AP-1 et NF-xB, GATA-4 induit une répression de la
réponse inflammatoire démontrée par la répression de deux génes CCLS5 et iNOS pouvant
étre transactivés par C/EBP, AP-1 et NF-«xB. Nous pouvons supposer que I’inhibition de
ces deux genes est en partie causée par I’effet de GATA-4 sur les C/EBPs, qui en sont
d’importants régulateurs. Il serait intéressant d’analyser I’expression d’autres cibles qui ne
soient pas contrdlées par les C/EBPs avant d’envisager I’importance des autres voies
modulées par GATA-4 dans le contr6le de D’expression de genes de réponse

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 était inhibée. L’activation de la voie p42/p44

conduit habituellement & un €tat pro-inflammatoire alors que celle d’Akt, & un état anti-

inflammatoire. Si dans le modéle cellulaire utilisé pour mon projet, p42/p44 et Akt ,

agissent de fagon similaire & ce qui rapporté, alors GATA-4, en inhibant ces deux voies,
engendrerait des effets contraires sur I’inflammation, 1’induisant d’une part via
Iinhibition d’Akt, et I’inhibant d’autre part, en inhibant la voie p42/p44. Il serait
important de valider ces résultats et surtout de déterminer 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 I’ADN des
facteurs C/EBP, AP-1 et NF-xB tout eh provoquant des changements vers des complexes
de plus hauts poids moléculaires. Je crois que méme si on observe une augmentation de la

liaison 4 I’ADN de ces facteurs, la réponse inflammatoire est inhibée comme le suggére
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I’inhibition de ’expression de CCLS5 et iNOS. D’autres génes, comme celui de I’IL-8
peuvent étre transactivés par C/EBP, AP-1, NF-kB, ou par des sous-groupes de ces
régulateurs (HOFFMANN ef al., 2002). 11 serait intéressant de déterminer si GATA-4

affecte négativement leur expression.

2. Production et caractérisation des mutants de GATA-4

Le deuxiéme objectif de mon projet de maitrise consistait & générer des mutants de
GATA-4 afin de déterminer I’importance des différents domaines protéiques et sites
spécifiques de GATA-4 dans la modulation de la réponse inflammatoire. Certains mutants
de GATA-4 ont déja été présentés dans la littérature. Par exemple, il a ét€¢ montré que
GATA-4 peut partiellement remplacer GATA-3 dans le développement des cellules T
dans le thymus, mais transactive moins efficacement certaines cytokines telles que I’'IL-13
(PAI et al., 2008). La substitution de la proline 321 de GATA-4 par son équivalent
méthionine chez GATA-3 augmente considérablement ’expression de I’'1L-13 (PAl 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 1’expression
d’ANF et ET-1 (TAKAYA et al. 2008). Les souris mutantes GATA-4""% possédent une
protéine GATA-4 avec une mutation V217G. Cette mutation empéche I’interaction entre
GATA-4 et FOG-2 et est létale au stade embryonnaire (CRISPINO et al., 2001). Pour ma
. part, j’ai pu générer dans le vecteur pBabepuro les mutants spécifiques S105A et S261D
ainsi que les mutants de délétion pour le doigt de zinc N-terminal (A216-240) et C-
terminal A270-294), la région basique (A294-336) et la région riche en sérines (A351-360)
avec lesquels j’ai pu obtenir quelques résultats de caractérisation. Dans le vecteur
pCDNA3, j’ai pu générer les mutants spécifiques S105D, S261A, S420.421A et
S420.421D, pour lesquels un clonage dans pBabepuro suivi d’infections stables dans les

IEC-6 seront nécessaires afin de poursuivre la caractérisation.

2.1 Expression protéique des mutants de GATA-4
L’expression des mutants S105A, S261D, A216-240, A270-294, A294-336 et A351-360
dans le vecteur pBabepuro a été observée dans les IEC-6. L’expression des mutants

S105D, S261A, S420.421A et S420.421D, obtenus dans le vecteur pCDNA3 a été
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observée dans les HEK 293T. L’expression des mutants varie considérablement, et le
mutant A216-294 n’a pu étre observé et a donc été considéré comme contrdle négatif dans
les expériences subséquentes. Cette variabilité s’explique probablement par des efficacités
d’infection différentes d’un mutant a I’autre, ou par une instabilité structurale pouvant étre

provoquée suite a une délétion.

2.2 Aspect microscopique et prolifération des mutants de GATA-4

Des études antérieures sur 1’aspect microscopique des cellules IEC-6 surexprimant
GATA-4 de type sauvage ont été réalisées au laboratoire. Ces cellules sont plus bombées,
elles sont plus épaisses et posseédent des délimitationé nettes. En plus d’aller dans le méme
sens que ces résultats antérieurs, mes résultats montrent que la surexpression du mutant de
GATA-4 délété pour le doigt de zinc N-terminal conduit de fagon reproductible & un
phénotype fibroblastique unique alors qu’une délétion du doigt de zinc C-terminal
n’entraine aucun changement significatif. Ces résultats suggérent que le doigt de zinc N-
terminal de GATA-4 pourrait &tre important dans le maintien du phénotype des cellules
IEC-6 surexprimant GATA-4. I serait intéressant de vérifier si en surexprimant le mutant
de GATA-4 délété pour le doigt de zinc N-terminal (A216-240) I’organisation des
cytosquelettes d’actine est altérée, ce qui justifierait 1’apparition du phénotype
fibroblastique particulier a ces cellules. Il est aussi possible qu’en ne possédant pas le
doigt de zinc N-terminal de GATA-4, les cellules IEC-6 entdment un processus de
transition €pithélium-mésenchyme. Il serait intéressant de procéder a des tests de motilité
et d’adhésion, ainsi qu’a la vérification de 1’expression de certains marqueurs tels que la
E-cadhérine, pour valider cette hypothése. 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 prolifération. Mes résultats confirment cette tendance et suggerent que
comparativement aux cellules IEC-6 surexprimant GATA-4 de type sauvage, les cellules
surexprimant le mutant délété pour la région basique (A294-336) prolifere moins
rapidement et que les cellules surexprimant les mutants spécifiques S105A et S261D
proliférent plus rapidement. Les autres mutations n’affectent pas significativement la
prolifération des cellules. Dans les cardiomyocytes, GATA-4 est un effecteur en aval des
voies « mammalian target of rapamycin » (mTOR)/PIB-K/AKT et RhoA (ZEIDAN et al.,
2009 ; CHARRON et al., 2001). Toutefois, ces études ne s’intéressent pas a des effets de

GATA-4 en amont de ces voies et aucune étude du genre n’a été réalisée dans
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Pépithélium intestinal. Néanmoins, GATA-4 étant associé a I’hypertrophie cardiaque, il
est possible de supposer qu’en le surexprimant dans les IEC-6, GATA-4 induit une plus
grande expression de ses geénes cibles, mimant ’effet d’une suractivation des voies
mTOR/PI3-K/AKT et RhoA, ce qui pourrait conduire & un grossissement des cellules et &
une prolifération accrue. Les contacts cellules-cellules semblent eux aussi augmentés par
la surexpression de GATA-4. Toutefois, ceux-ci ne semblent pas en mesure de freiner la
prolifération cellulaire. En effet, des expérimentations effectuées au laboratoire ont permis
de constater que les cellules GATA-4 continuent de proliférer aprés D’atteinte de la
confluence. Celles-ci demeurrent sous forme d’une monocouche de cellules épithéliales et
I’excédent de cellules semblent étre exfoliées dans le milieu de culture. Une étude axée
sur le phénoméne permettrait d’ctablir le lien entre la surexpression de GATA-4 et
I’apparente contradiction qui relie la présence accrue de contacts cellulaires d’une part, et
I’augmentation de la prolifération d’autre part. Les résultats obtenus au laboratoire sur
I’augmentation de la prolifération sont clairs, tandis que des études plus poussées sur les

contacts cellules-cellules dans les cellules GATA-4 seraient nécessaires.

2.3 Liaison a I’ADN et activité des mutants de GATA-4

Pour vérifier si les différents mutants de GATA-4 exprimés dans les IEC-6 étaient
fonctionnels, des essais de liaison & I’ADN par gel de rétention ont été effectués. Mes
résultats ont confirmé que les mutants générés étaient capables de lier I’ADN. Une
cotransfection de GATA-4 et C/EBPS induit I’expression du géne AGP (TURGEON et
al., 2008). Mes résultats ont montré que le mutant GATA-4 S261D (mimant une
phosphorylation constitutive de GATA-4 sur la sérine 261) induisait une augmentation de
la transactivation du géne AGP, suggérant qu’une phosphorylation de GATA-4 sur sérine
261 par la PKA peut favoriser 1’activité transcriptionnelle de GATA-4 sur le géne AGP.
Finalement, la surexpression de GATA-4 de type sauvage dans les IEC-6 conduit & une
diminution de I’expression des isoformes C/EBPJ et C/EBPS (TURGEON et al., 2008).
Mes résultats montrent qu’une surexpression du mutant GATA-4 S105A (empéchant la
phosphorylation de GATA-4 sur la sérine 105) conduit également a une diminution de
I’expression de C/EBPP et C/EBPJ, suggérant que la phosphorylation de GATA-4 par
p42/p44 sur la sérine 105 n’est pés 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 génération 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 réponse inflammatoire. D’une
part, j’ai soulevé la possibilité qu’une délétion du doigt de zinc N-terminal de GATA-4
puisse provoquer des changements importants du phénotype microscopique des cellules
IEC-6 et qu’une délétion de la région basique, ou encore les mutations S105A et S261D
pouvaient affecter la prolifération cellulaire, renforgant I’hypothése que GATA-4 pourrait
jouer plusieurs roles dans I’épithélium intestinal. Toutefois, il sera intéressant, une fois les
mutants biens caractérisés, d’étudier les différences engendrées 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-xB, et également sur
I’expression de génes pro-inflammatoires tels que certaines cytokines et chimiokines. Des
essais supplémentaires seront effectués pour générer le mutant délété pour les deux doigts
de zinc (A216-294). Ce mutant sera déterminant pour mieux comprendre le role des doigts

de zinc comparativement aux autres domaines de GATA-4.

3. Conclusion générale

Mon projet de recherche était divisé en deux objectifs. Le premier objectif était de
déterminer comment GATA-4 affecte la réponse inflammatoire intestinale et le second
était de générer des mutants pour évaluer la contribution des différents domaines de
GATA-4 dans la modulation de la réponse inflammatoire. Les premiéres études effectudes
au laboratoire en ce sens ont révélé que GATA-4 pouvait interagir avec C/EBPS et
moduler I’expression de génes pro-inflammatoires C/EBP-dépendants. Mes résultats ont
permis de déterminer que GATA-4 inhibait les voies p42/p44 et Akt, que GATA-4
augmentait la liaison & I’ADN des facteurs de transcription AP-1, C/EBP et NF-«B, et
diminuait I’expression de CCLS et iNOS, deux génes sous le contrble de AP—I, C/EBP et
NF-«B, sont réprimés. La génération de mutants de GATA-4 a pu mettre en évidence un
rdle du premier doigt de zinc de GATA-4 dans la modification de la morphologie des
IEC-6, ainsi/’qu’un rble de la région basique et des sites de phosphorylation S105 et S261

dans la vitesse de prolifération de ces cellules.
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Dans D’épithélium intestinal, I’expression protéique de GATA-4:augmente pendant le
processus de différenciation entérocytaire. Aussi, en se différenciant, les cellules
épithéliales intestinales migrent vers les villosités, s’exposant davantage au contenu de la
lumiére intestinale. Pour cela, ces cellules acquiérent une tolérance face a I’inflammation
en inhibant par exemple, ’expression de certains récepteurs de surface tels que TLR-2 et
TLR-4 et en induisant I’expression de protéines inhibitrices telles que Tollip. Il est
possible que dans ce contexte, GATA-4 participe a I’instauration de cette tolérance et ce
de diverses fagons, que ce soit par 1’inhibition de voies de signalisation comme p42/p44,
par la modification de la nature des complexes de facteurs de transcription reliés a
Pinflammation comme C/EBP, AP-1 et NF-«B ou encore via |’augmentation de
I’expression d’un ou de plusieurs corépresseurs capables de lier ces facteurs et inhiber leur
fonctions. Il est possible que I’augmentation de ’adhésion cellule-cellule puisse étre en
partie responsable de la modulation GATA-4-dépendante le la réponse inflammatoire

intestinale. Ceci pourrait constituer une avenue de recherche excitante.
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