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RESUME

RESUME

Zinc finger protein regulator of apoptosis and cgltle arrest 1 (Zacl) est un facteur de
transcription suppresseur de tumeurs capableyergraes voies différentes et indépendantes,
d’induire I'apoptose ou l'arrét du cycle cellulaifdalgré ses implications potentielles dans le
développement embryonnaire et certaines maladies tgue le cancer et le diabéete néonatal,
les mécanismes régulant son expression physiolegiginsi que sa fonction biologique
exacte restent méconnus. Les deux principaux digjett notre travail consistaient, d’'une
part, a définir la nature des stimuli capables deluter I'expression endogene de la protéine
Zacl et, d’autre part, a étudier la fonction delZadous avons tout d’abord montré que la
protéine Zacl n’était pas exprimée dans les organesns ou l'on détecte son ARN
messager. Nous n‘avons cependant pas pu mettreidanée de mécanisme de dégradation
de la protéine Zacl. Malgré ses similitudes de tioncavec le suppresseur de tumeurs p53,
Zacl n’était également pas exprimée apres traiteeat des inducteurs de p53 tels que des
inducteurs de dommages a I'’ADN. Aprés avoir testésssucces de nombreux stimuli pro-
inflammatoires susceptibles d’induire I'expressmZacl, nous avons finalement découvert
gue le variant de transcrit Zaclb était exprimésddes fibroblastes embryonnaires murins
(MEFs) traités a l'acide polyriboinosinique polyoitytidylique [poly(I1:C)], un double brin
d’ARN synthétique. Cette régulation s’est avéréae @ependante de la voie du Toll-Like
Receptor 3 (TLR3) et de l'Interferon Regulatory teac3 (IRF3), et indépendante des
interférons (IFNs) de type I. Le TLR3 et IRF3 étdet activateurs centraux de I'immunité
antivirale, nous avons tenté de déterminer si Zawdrrait étre impliqué dans la réponse
antivirale. En rapport avec cette hypothése, neossobservé que Zaclb était exprimé dans
des MEFs infectées avec le virus de 'Encéphalomsgite (EMCV). Nous avons également
constaté que les MEFs déficientes pour Zacl étamanhs sensibles a la mort cellulaire
induite par 'EMCV que les MEFs sauvages. Cependanéctivation du gene Zacl n’avait
pas d’effet sur la survie des souris infectée€MCV. En conclusion, ce travail décrit, pour
la premiere fois, une régulation transcriptionneléeZaclb induite par des ARN double brin
synthétiques et des virus a ARN, mais dont la §igation fonctionnelle reste a découviire
plus, il montre que les stimuli capables d’'indup®3 n’induisent pas I'expression de la

protéine Zacl suggérant que la protéine Zacl gataé differemment de p53.



SUMMARY

SUMMARY

Zinc finger protein regulator of apoptosis and cgltle arrest 1 (Zacl) is a transcription
factor and tumor suppressor able to induce apaptostell cycle arrest through different and
independent pathways. In spite of the potentiaktions attributed to Zacl in embryonic
development as well as in certain disorders sucbaaser and neonatal diabetes, little is
known of its physiological regulation and bioloditanction. The aims of this study were to
identify stimuli that modulate the expression ofcZaand to investigate the potential
functional significance of this regulation. We ially showed that the Zacl protein was not
expressed in murine organs where Zacl mRNA wasctgete However, we could not
determine mechanism which may lead to Zacl prategradation. In spite of its functional
parallelism with the tumor suppressor p53, Zacltgmnoexpression was not also induced
upon treatment with p53 inducers such as DNA damadecers. After having tested
unsuccessfully a lot of pro-inflammatory stimuli sseptible to induce Zacl protein
expression, we discovered that variant Zaclb wasessed in murine embryonic fibroblasts
(MEFs) treated with polyriboinosinic polyribocytikity acid [poly(I:C)], a synthetic double-
stranded RNA. This regulation occurred mainly tlgiouroll-Like Receptor 3 (TLR3)- and
Interferon Regulatory Factor 3 (IRF3)- dependerd &ype | Interferon (IFN)-independent
pathways. As TLR3 and IRF3 are central activatdrantiviral immunity, we hypothesized
that Zacl may be implicated in antiviral respongedine with this notion, we observed that
Zaclb was expressed in MEFs infected with Encepmgdaarditis virus (EMCV). We also
observed that Zacl-deficient MEFs were less semsitt EMCV-induced cell death than
wild-type MEFs. However, Zacl gene inactivation hawl effect on the survival of mice
infected with EMCV. In conclusion, this study debes for the first time a transcriptional
regulation of Zaclb, induced by synthetic dsRNA aR#lA viruses, the functional
significance of which remains to be further invgated. Morejt allows to determine a lot of
stimuli enable to induce Zacl protein expressiah&ows that Zacl may undergo a different

regulation than p53.
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INTRODUCTION
1. ZAC1
1.1. Découverte du facteur de transcription Zacl

En 1997, Spengler et ses collaborateurs ont dédouwe nouveau facteur de
transcription capable d’induire, par des voiesélédhtes et indépendantes, I'arrét du cycle
cellulaire en phase G1 ou I'apoptose. Suite a tteted, ce nouveau facteur de transcription a
été baptisé murine Zinc finger protein regulatoapbptosis and cell cycle arrest 1 (mZacl)
(Spengleret al, 1997). Plus tard, son homologue humain, hZacléanés en évidence
(Varraultet al, 1998).

Parallélement, Zacl a été découvert par deux aétyegpes de chercheurs. En 1997,
Abdollahi et ses collaborateurs ont observé lagpdexpression d’'un géne dans des tumeurs
ovariennes chez le rat, qu’ils ont appelé Lostrandformation 1 (Lotl). Lotl s’est avére étre
’lhomologue de Zacl chez le rat (Abdollatial, 1997a ; Abdollahet al, 1997b). En 1998,
Kas et son équipe ont découvert Zacl chez I'humainiils ont nommé Pleiomorphic
Adenoma Gene Like 1 (PLAGL1) de par son analogiestlecture avec les deux autres
membres de la famille PLAG, PLAG1 et PLAGL2 (Ketsal, 1998).

1.2. Structure protéique de Zacl

Zacl murin (mZacl) est une protéine de 693 acidesés (Spengleet al, 1997). Elle
posséde 7 doigts de zinc de type C2H2 (comme détains la Figure 1) dans sa région N-
terminale (acides aminés 1-208), flanqués d’'uneéorégle 65 acides aminés sans motifs
connus (acides aminés 209-279). La partie centlalenZacl présente une répétition de 34
motifs PLE, PMQ, PML ou PLQ (acides aminés 280-38Rfgérant une hélice poly-proline
de type Il pouvant étre impliguée dans les intévast protéine-protéine. La partie C-
terminale (acides aminés 383-693) se décomposepamtigs : une premiere partie riche en
acides aminés P, une deuxieme riche en résidusePLune troisiéme riche en tandems PE,
une quatrieme contenant presque exclusivementiBagininé E, et une cinquiéme contenant
un site de phosphorylation pour la protéine kinaskes doigts de zinc interviennent dans la
liaison a I’ADN, tandis que la partie riche en ascaminés P semble étre indispensable a la

fonction transactivatrice de mZacl (Spengteal, 1997) (Figure 2).
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Figure 1. Schéma du doigt de zinc de type C2H2.acates aminés formant le feuillgtet
I'hélice-a sont représentés respectivement en gris foncéietigir. Les résidus conservés
sont les 2 cystéines et les 2 histidines, stabilg# un ion zinc, ainsi que la phénylalanine

(F) ou la tyrosine (Y), et un acide aminé hydropghab (¢). D’aprés Hoffmann et al., 2003.

Zacl humain (hZacl) est une protéine de 463 a@desés qui présente une forte
homologie avec mZacl (74,6% de nucléotides et 6&1B%ides aminés en commun). hZacl
se distingue de mZacl par le fait qu'elle ne possedle partie centrale riche en motifs PLE,
PMQ, PML et PLQ, ni les parties C-terminales rickagésidus P, Q et L, en tandems PE, ou
en acide aminé E (Figure 2). hZacl se réduit dofh@arties : les 7 doigts de zinc, le linker,
la portion riche en acide aminé P, et la partietemant le site de phosphorylation pour la
protéine kinase A (possédant respectivement 845204, 58% et 63% d’'acides aminés en
commun avec mZacl). Les 11 acides aminés C-termisant identiques entre hZacl et
mZacl (Varraulet al, 1998).

Lotl, 'homologue de Zacl chez le rat, possédeds®es aminés. Il présente une forte
homologie avec mZacl et hZacl. Lotl se distingumdacl par le fait qu’il ne possede pas
de partie centrale riche en motifs PLE, PMQ, PMPEQ (Abdollahiet al, 1997a ; Varrault
et al, 1998) (Figure 2).

1.3. Variants de transcrits de Zacl

Deux variants de transcrits de Zacl existent claesouris : mZacl (aussi nommé
mZacla) et mZaclb. Le gene mZacl comprend 10 edomisseulement les deux derniers
sont codants et codent pour la protéine a 7 ddigiasinc de 693 acides aminés décrite dans le
chapitre précédent (Abdollahi, 2007). La protéin€acilb posséde 11 acides aminés
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supplémentaires (PQMQLQPLQLQ) dans la région C-teafe riche en résidus P, Q et L par
rapport a la protéine mZacl (Figure 2). Les 2 ggmessédent la méme région 5’'UTR,
suggérant qu'ils utilisent le méme promoteur (Huah§tallcup, 2000).

Insert found in mZaclb : POMQLQPLQLQ

1 208 280 383 527\/ 584 656 693

7CH, PLE repeats . PE& E

mZacla zinc fingers PMQ repeatd P-rich (P)(Q) (L) repeats
L | I I
Missing in Missing in hZacl

rLotl and hZacl

Figure 2. Domaines de la protéine mZacl. Onze acidminés supplémentaires ont été
trouvés sur la protéine mZaclb. Les régions mantpsade mZacl chez ses homologues

hZacl et rLotl sont soulignées. D’apres Huang gt24100.

Chez I'hnumain, les génes hZacl, PLAGL1 et hLotltgmeent la méme séquence
codante et générent donc la méme protéine a 7sdd@izinc de 463 acides aminés décrite
dans le chapitre précédent (Kamiga al, 2000). Cependant, hZacl, hLotl et PLAGL1
montrent des régions 5’'UTR différentes pouvant ltésua’un épissage alternatif (Kamiyd
al., 2000 ; Kaset al, 1998 ; Varraulet al, 1998).

Le géne hZacl comprend 9 exons. L'exon 8 contientddon d'initiation ATG et
'exon 9 contient le codon de terminaison TAA. Lisgage de I'exon 8 (premier exon codant)
génere une nouvelle protéine, A2¢ auquel il manque les deux premiers doigts de ain
'extrémité N-terminale (Bilangest al, 1999 ; Bilange®t al, 2001 ; Varrauliet al, 2001).
Le promoteur putatif de hZacl fait 876 paires deebapb) et comprend I'extrémité 5’UTR
de I'exon 1 (Varraulet al, 2001) (Figure 3).

Le géne PLAGL1 comprendrait 5 ou 6 exons. L’avagnnger exon contient le codon
d’initiation ATG et la région codant pour les deppemiers doigts de zinc. Le dernier exon
contient le codon de terminaison TAA ainsi qu’'uggion 3'UTR de 1223 pb précédant le
signal de polyadénylation AATAAA. Tout comme hZat&pissage de I'avant dernier exon
génere une protéine a 5 doigts de zinc au lieu,derihe courte de PLAGL1 (Abdollafst
al., 2003 ; Kaset al, 1998 ; Poulin et Labelle, 2005) (Figure 3).
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Le géne hLotl posséde 6 exons. La protéine hLatdoekee par les deux derniers exons
5 et 6. Le codon d’initiation ATG est localisé 63 de I'extrémité 5’ de I'exon 5. Le codon
de terminaison TAA se trouve a 1238 pb de I'exttént’ de I'exon 6, suivi de 1200 pb
comprenant la queue poly(A) (Abdollakt al, 2003). Le promoteur défini de hLotl fait
environ 1500 pb et comprend I'extrémité 5’UTR dexbn 1 (Abdollahiet al, 2003) (Figure
3).

3 8835 B8 5 = = R = =

: fREdE 28§ 3533238 R§ 3

zc1 -2 -H--H- - e - e |
P 543

P R s m T 0 oo o U o 3 SO e N oy |

PLAGL1 ir-----03-----======- B------------ —r ]

Figure 3. Représentation schématique des variafgépisbage humains hZacl, hLotl et
PLAGL1 (forme courte). Tous les exons de hZaclilhéioPLAGL1 sont localisés et de taille
définie. L'extrémité 5° de PLAGL1 n’'a pas encoré @entifiée. Le dernier exon des 3
variants possedent des variations dans leurs sémsenucléotidiques. D’apres Abdollahi et
al., 2003.

1.4. Localisation tissulaire de Zacl

L’ARN messager de mZacl (mZacla et mZaclb) se uetr@rincipalement dans
'hypophyse (Spengleet al, 1997). Il est également retrouvé, a un moindkeau, dans
d’autres régions du cerveau (le bulbe olfactifctatex, I'hippocampe, I'hypothalamus, le
tronc cérébral et le cervelet), ainsi que dansgyues organes, tels que I'estomac, les reins, les

glandes surrénales, le coeur et les poumons (Speatglk 1997).

Zacl humain (hZacl/PLAGL1/hLotl) présente une iistion plus large que Zacl
murin. On retrouve en effet son ARN messager dampsdsque totalité des organes foetaux et
adultes. Son plus haut niveau d’expression sewetrdans I'hypophyse, les reins, les glandes
surrénales et le placenta. On le retrouve ausgir@mnde quantité au niveau de l'utérus, des
glandes mammaires, des ovaires, des poumons, diusrgastro-intestinal et des tissus
lymphoides. Les muscles squelettiques, le foieetgeau et la moelle épiniére expriment plus
faiblement ’TARN messager de hZacl (Kasal, 1998 ; Varraulet al, 1998).
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Le transcrit de Zacl chez le rat (rLotl) est détectun niveau considérable dans les
ovaires, le pancréas, les testicules et I'utérus @t plus faible niveau dans le cerveau et les
reins (Abdollahiet al, 1997a).

La protéine Zacl n’est pas nécessairement exprétags les organes ou tissus ou l'on
détecte son ARNm. Peu d’études ont mis en évidBexpression endogéne de la protéine
Zacl. La protéine Zacl a été détectée dans plgsiégions du cerveau chez le rat. Elle est
notamment exprimém vivo durant le développement du cervelet chez de jeratest dans
des cellules granuleuses du cervaletitro jusqu’a leur différenciation (Ciamt al, 2003). Il
a été également décrit que la transcription du gedant pour mZacl s’effectue a proximité
du nucléole et que son ARNm s’accumule au niveaoedsite de transcription. Le nucléole
interagirait physiquement avec 'ARNm de mZacl mipécherait sa traduction en protéine.
Le traitement de fibroblastes embryonnaires muavec de I'actinomycine D provoque un
désassemblement du nucléole, et par conséquenii wnae forte expression protéique de
mZacl (Roycet al, 2009). Enfin, Zacl est exprimée dans des celldieales humaines suite

a un stress hypertonique (Lanagpal, 2009).
1.5. Zacl, facteur de transcription et co-régulateu

Zacl est décrit comme un facteur de transcriptimarvenant dans la régulation de la
prolifération cellulaire (Spenglest al, 1997 ; Varrauliet al, 1998). Ses 7 doigts de zinc de
type C2H2 et sa région riche en proline en C-teaifiont de Zacl un facteur de transcription
potentiel, capable de se lier a ’ADN et de montree activité transactivatrice (Spengér
al., 1997).

Des recherches ont en effet montré que hZacl espuréine nucléaire, possédant une
activité transactivatrice et étant capable dexa fa 'ADN au niveau du motif £&,, reconnu
par les doigts de zinc 6 et 7 (Abdolladtial, 1999 ; Hoffmanret al, 2003 ; Kaset al, 1998 ;
Varraultet al, 1998). HZacl possede également une activité sepreen se liant a un autre
motif nucléotidique GN¢G4, reconnu par les doigts de zinc 2, 3, 4, 6 etarlidison de hZacl
a la répétition du motif (§NesGs)> provoque une dimérisation de hZacl qui montresdam

cas-ci, une activité transactivatrice (Hoffmagtral, 2003) (Figure 4).
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Figure 4. Domaines de liaison a 'ADN et transaation de hZacl. (A) hZacl se lie au motif
G4C4, ce qui lui confére une activité transactivatricees doigts de zinc (ZF) 6 et 7
participent a la liaison a I'ADN. (B) La liaison deZacl au motif @N¢G4 lui confere une
activité de répresseur. (C) La liaison de hZacled dhotifs répétés (NsG,4). conduit a sa
dimérisation et lui confére une activité transaatiice. Lesdoigts de zinc (ZF) 2, 3, 4,6 et 7
participent a la liaison a ’ADN. D’aprés Hoffmaret al., 2003.

Bilanges et ses collaborateurs ont décrit un nauveaant de transcrit de hZacl auquel

il manque deux doigts de zinc, Zxt (Bilangeset al, 2001). ZaA2 montre également une
capacité de fixation a I'ADN et une activité traothaatrice. ZaA2 se lie au motif @, avec
une plus grande affinité que hZacl. Par contrggassédant pas les doigts de zinc 1 et 2 N-
terminaux de hZacl, il ne sait pas se lier au n@&fNsG4. Contrairement a I'apoptose qu'il
induit tres faiblement, Z&2 induit plus fortement l'arrét du cycle cellulaega phase G1 que
hZacl (Bilangest al, 2001). Ces observations laissent penser quevilcbiologique de
hZacl pourrait dépendre du site de fixation a I'AIQWil reconnait. En se liant au motif
G4C4, tout comme Zak2, hZacl pourrait induire préférentiellement I'ardé cycle cellulaire

en phase G1. Par contre, en se liant au mafifsG;, il pourrait induire préférentiellement

'apoptose (Bilangest al, 2001 ; Hoffmanret al, 2003) (Figure 5).
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Figure 5. Activité biologique de hZacl spécifique anotifs de liaison a ’ADN reconnus. La

liaison de hZacl a la séquence palindromiqgu€Ginduirait préférentiellement l'arrét du

cycle cellulaire en phase G1, tout comme I'exerdpl@aal2. Par contre, la liaison de hZacl

au motif GNgG4 ou au motif répété (BlsGs). conduirait plutdt & I'apoptose. D’aprés

Hoffmann et al., 2003.

Les quelgues génes cibles de Zacl mis en évidemck ispliqués soit dans le

développement embryonnaire, soit dans le contréldadprolifération cellulaire tels que
p21VAFYCIPL et peroxisome Proliferator-Activated RecepyaiPPAR)) (Abdollahi et al, 1999
; Barzet al, 2006 ; Huanget al, 2007 ; Yuasat al, 2010).

En plus d’étre un facteur de transcription, Zaclirpat intervenir dans la transcription

de certains genes en tant que co-régulateur (Heta&tallcup, 2000).

Les récepteurs nucléaires sont des récepteurogent un réle clé dans la croissance

cellulaire, la différenciation, 'homéostasie et développement. L'activité des récepteurs
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nucléaires est régulée par des co-activateurspeeggeurs jouant un réle important dans le
contréle de l'expression des genes ciblés. Le mamaurin mZaclb agit comme un co-

régulateur de récepteurs nucléaires hormonaux,bt@apde se lier directement aux co-

activateurs, p160 et CREB binding protein (CBP)(p8duang et Stallcup, 2000).

En plus de recruter les facteurs initiant la traipsion, le co-activateur CBP/p300
présente une activité d’histone acétyl-transféas®T) qui acétyle les résidus des acides
aminés lysines des histones, permet la décompadtida chromatine et de ce fait favorise la
transcription des genes. En se liant a CBP/p300aahzrégule l'activité HAT du co-
activateur en augmentant son activité catalytidd@ffthannet al, 2006). Le suppresseur de
tumeur p73 est capable de recruter hZacl avemlestovateurs p300 et le facteur associé a
CBP/p300 (PCAF) au niveau du promoteur de#21HZacl sert & stabiliser I'association
entre p300 et PCAF et a augmenter l'activité ctitphg de PCAF (Hoffmann et Spengler,
2008) (Figure 6).

P21

Figure 6. Controle de l'activité de PCAF par le aotivateur hZacl. Le suppresseur de
tumeurs p73 recrute hZacl ainsi que les co-actiwatep300 et PCAF au niveau du
promoteur de pZ*! (DBS). HZac1 stabilise I'association entre p30(PEAF et augmente
I'activité catalytique HAT de PCAF. D’aprées Hoffnmaat Spengler, 2008.

HZacl a été défini comme un co-activateur de pSgaidet al, 2001). Il peut se lier a
p53 et augmenter son activité transcriptionneltgamment au niveau des promoteurs des
génes codant pour Apoptosis protease-activatingrdc(Apaf-1) et p2¥A™/CP (Huanget
al., 2001 ; Liuet al, 2008 ; Rozenfeld-Granet al, 2002). HZacl interagit également, dans
les cellules Hela, avec la protéine E2 du papillemia, capable de réguler l'activité
transcriptionnelle de p53 (Wt al, 2007).

Comme le montre la Figure mZacl et hZacl ont le méme domaine de liaison a
’ADN, qui correspond a leurs 7 doigts de zinc. ldesnaines de transactivation et de liaison

10
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aux co-activateurs de mZacl correspondent resgectut, a la région riche en proline qui
lui est spécifique et au début de son extrémité&r@inale. Par contre, les domaines de
transactivation et de liaison aux co-activateurfidacl sont localisés tous les deux en début

d’extrémité C-terminale (Theodoropouletial, 2010).

1 ZF L PR CB 693

Zaci -
|

- — -
—————
~
~

ZAC1 Y,

84% 54% 58%
[J DNA-binding domain
O Transactivation domain

] Coactivator-binding domain

Figure 7. Schéma des protéines mZacl et hZaclddmsines sont encadrés et les nombres
représentent les acides aminés. L’homologie (eefffe Zacl humain et murin est indiquée.
mZacl et hZacl contiennent toutes les deux 7 ddegtanc (ZF) qui interviennent dans la
liaison a 'ADN. Le linker (L) confere une activittansactivatrice avec la région riche en
proline (PR) spécifique a la souris. La partie Maténale de I'extrémité C-terminale contient
le domain de liaison des co-activateurs (CB) quiruée les co-activateurs p300/CBP. Chez
I'humain, le domaine CB est a la fois le domaindidison des co-activateurs et le domaine

de transactivation. D’aprés Theorodopoulou et &1Q.

1.6. Zacl, gene soumis a I'empreinte

Zacl est un gene soumis a l'empreinte génomiquealig®@ dans la région
chromosomique 6g24-25 chez I'humain et sur le clasyme 10A chez la souris. Seul son
allele paternel est exprimé. Son promoteur matexsieméthylé, ce qui empéche I'expression
de Zacl sur I'allele correspondant (Kametaal, 2000 ; Pira®t al, 2000).

Un gene soumis a I'empreinte est, dans les comditormales, exprimé uniquement a
partir de l'allele paternel ou de l'allele matern@xpression monoallélique du géne).

L’empreinte parentale est due a des modificatigrnigéhétiques de I’ADN. La principale

modification épigénétique en rapport avec 'empeeparentale est la méthylation de ’'ADN

11
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au niveau des résidus cytosines précéedant un rgsahine (ilots CpG). Cette méthylation est
contrdlée par des ADN méthyltransférases (DNMT) qaitalysent le transfert d’un
groupement méthyl (CH3) sur les résidus cytosines I'DN, produisant de la 5-
méthylcytosine (Figure 8). La méthylation de I'ADBboutit & une compaction des
nucléosomes, empéchant l'acces des facteurs dectigiion aux promoteurs des genes et
aboutissant a une répression transcriptionnellds@het al, 1998 ; Reik et Walter, 1998 ;
Surani, 1998).

NH, NH,
% pnmt - CH3 5
N N
L - PN
H O H O
Cytosine 5-Méthylcytosine

Figure 8. Méthylation de ’ADN contrblée par les NDnéthyltransférases (DNMT). D’apres
Reik et Walter, 1998.

De nombreux génes soumis a I'empreinte sont impqilans la croissance fcetale et le
développement placentaire. Des anomalies de I'dnmtprepeuvent donner lieu a des
syndromes génétiques bien caractérisés, des amsntlalidéveloppement et certains cancers.
Par conséquent, Zacl a été suspecté d'étre imptigné le développement embryonnaire
ainsi que dans certaines maladies telles que leecat le diabéte néonatal (Abdolladtial,
1999 ; Kamikiharaet al, 2005 ; Temple et Shield, 2002).

1.7. Zacl et le développement embryonnaire

Plusieurs études ont montré que Zacl est fortemgmimé durant le développement
embryonnaire et postnatal dans divers organes (aartipalement le cerveau), lui suggérant
un réle dans la neurogenése, la chondrogenesegjdgemese et la rétinogenese (Alatral,
2005 ; Cianiet al, 2003 ; Contestabilet al, 2005 ; Filaet al, 2009 ; Maet al, 2007a ;
Maebayashet al, 1999 ; Tsud&t al, 2004 ; Valente et Auladell, 2001 ; Valemtieal, 2004 ;
Valenteet al, 2005).

En 2006, Varrault et ses collaborateurs ont mip@uat une souris déficiente pour Zacl. lls

ont ciblé la région codant pour les doigts de Zhterminaux en délétant le premier exon
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codant ainsi que la portion 5’ du second exon cbdEnont généré les 4 génotypes possibles
(ZacI™, zacI", ZacT" ™" et Zac1 ™) par différents croisements. Comme attendu pour un
géne maternellement réprimé, les souris hétéroegg@acl ™ ne présentent pas de
phénotype. Par contre, les souris hétérozygoted"Z4chéritent d’un alléle maternel qui
n'exprime pas Zacl et sont déficientes pour ce .gBneun transcrit de Zacl n’est détecte
dans les différents organes de souris hétérozygae€’ ™ Les souris déficientes Zatlkt
ZacI”P possédent donc le méme phénotype. L'inactivationgéine Zacl chez la souris
conduit a une restriction de leur croissance iotéaine responsable d’'une réduction de leur
poids de 11% a 16,5 jours de gestation et de 23&tranaissance. Le poids des différents
organes reste proportionnel au poids total de ligoiy excepté pour leur foie et leurs
poumons qui sont de plus petites tailles. Les nauxenés déficients Zatlet Zact' ™ ont
€galement une peau ridée et une queue en tire-boudls présentent des malformations
osseuses au niveau des vertébres caudales, déieshetvdes derniéres phalanges. Les souris
déficientes Zacl et Zac1' ™ présentent une létalité néonatale. Le croisemené &in male
hétérozygote Zadl avec une femelle sauvage Z&4&Engendre une portée comprenant a la
naissance 50% de souriceaux Z&cét 50% de souriceaux Zdti* comme attendu selon les
lois de Mendel. Par contre, 70% des souriceaux Z&¢1meurent durant les 3 premiers jours
de la vie suite certainement a une mauvaise foomaties poumons. Les 30% restants
atteignent I'age adulte tout a fait normalementcéw caractére phénotypique n’a été mis en

évidence chez les souris déficientes Z&8%iet Zac?™ adultes (Varraulet al, 2006).
1.8. Zacl, gene candidat suppresseur de tumeurs

Les connaissances acquises ces dernieres annégsledalomaine de l'oncologie
indiquent que le cancer résulte de l'altérationrdésanismes de contrdle de la prolifération
des cellules. Cette altération peut étre d'origgmegene, comme dans le cas des cancers
causes par des virus, mais elle résulte le plugestiide la mutation ou de la modification de
I'expression de certains genes cellulaires donfplesluits sont essentiels au contréle de la
prolifération. Parmi ces génes, on distingue otpgsnent les oncogénes et les géenes
suppresseurs de tumeurs (ou anti-oncogenes). loeg@nes codent des protéines qui activent
la prolifération cellulaire. Leur activité est esselle au cours du développement ou lors des
processus normaux de régénération tissulaire, isaie sont que peu ou pas actifs dans les
cellules différenciées. La mutation de ces oncog@eet entrainer leur activation permanente
et inopportune. Les cellules renfermant ces genaégsront alors une tendance plus forte a
proliférer et, donc, a former des tumeurs. Les pitsddes génes suppresseurs de tumeurs
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contrebalancent les effets de l'activation des géces de deux maniéres différentes : soit ils
inhibent directement la prolifération cellulair@jtsils éliminent les cellules qui proliferent de
fagcon non contrélée en induisant un programme ggretqui aboutit au " suicide " de la
cellule (mort cellulaire programmée ou apoptodegpparait maintenant que la canceérisation
nécessite a la fois l'activation constitutive d'oncogene et [linactivation d'un géne

suppresseur de tumeurs (Vogelstein et Kinzler, 2004

Un des exemples les plus connus de suppresseumnsiiits est p53. p53 est capable
d’inhiber la croissance de cellules tumordlesitro (Bakeret al, 1990) et de diminuer leur
tumorigénicité (Cheret al, 1990). Le géne codant pour p53, Trp53 est mubé tka moitié
des tumeurs humaines (Hollsteahal, 1991 ; Nigroet al, 1989) et dans les 50% restantes,
des mutations affectent I'activité ou les niveatexgression de régulateurs de p53 (Levine,
1997). Enfin, la perte de p53 chez la souris ppidie grandement celle-ci a développer des
tumeurs (Donehowaest al, 1992 ; Jacket al, 1994). Zacl est souvent comparé a p53 du fait
gu'’il est le seul autre facteur de transcriptiopatde d’'induire par des voies différentes et
indépendantes, I'arrét du cycle cellulaire en phaseou lI'apoptose (Spenglet al, 1997).

De plus, hZacl pourrait étre un géne cible de pb3ju’il posséde des motifs de liaison pour

p53 sur son promoteur (Rozenfeld-Graebal, 2002).

Zacl est un gene candidat suppresseur de tumeuesdi®ret al, 1997 ; Varraultet
al.,, 1998). La perte d’expression de 'ARNm de Zacét@ observée dans de nombreuses
tumeurs telles que les tumeurs de I'ovaire (Abdholet al, 1997a ; Abdollahet al, 1997b ;
Cvetkovicet al, 2004), du sein (Bilange=t al, 1999), de I'hypophyse (Pagottd al, 1999),
de la téte et du cou (Kast al, 2004), de la peau (Basyek al, 2005), des chondrosarcomes
myxoides extrasquelettiques (Poulin et Labelle,520&t des carcinomes hépatocellulaires
(Midorikawaet al, 2006).

L’augmentation artificielle de lI'expression de hZadans des lignées cellulaires
provenant de tumeurs du sein et de I'ovaire, indberoissance cellulaire tumorale a travers
I'induction de I'apoptose et de l'arrét du cycldlgkire (Spengleret al, 1997 ; Varraultet

al., 1998), selon une voie dépendante ou non de pafifharaet al, 2005).

Le gene codant pour hZacl est localisé dans laoméghromosomique 6¢24-25
(Varraultet al, 1998), une région impliquée dans le développerdenombreuses tumeurs
solides (Fujiiet al, 1996 ; Taguchet al, 1993 ; Theileet al, 1996 ; Thrash-Bingharet al,
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1995). Ce gene est soumis a I'empreinte génomigliaactivation de l'allele paternel est
donc suffisante pour réprimer la transcription dadil (Kamiyaet al, 2000). Dans certaines
tumeurs, l'inactivation du géne hZacl est due addéitions (Aguiaret al, 1999 ; Cvetkovic
et al, 2004 ; Lemetaet al, 2006). Cependant, des études ont montré une giestpression
de hZacl dans plusieurs cancers ne présentant gateldtion dans la région 6q24-25
(Kamikihara et al, 2005 ; Pagottoet al, 2000). Zacl peut en effet étre aussi régulé
épigénétiqguement dans le cancer (Abdolkethal, 2003 ; Bilange®t al, 1999 ; Kamikihara
et al, 2005 ; Varraultet al, 2001). La plupart des génes soumis a I'empregégomique
contiennent des ilots CpG differemment méthyléslesrdeux alleles. L'allele paternel du
géne hZacl peut subir une hyperméthylation des T@G au niveau de son promoteur, qui
empéche sa transcription (Abdolladtial, 2003 ; Kamikiharaet al, 2005). Le traitement de
lignées cellulaires cancéreuses avec des agenttiidants tels que le 2-deoxy-azacytidine
conduit d'ailleurs a une réexpression de I'ARNm kigacl (Bilangeset al, 1999 ;
Kamikiharaet al, 2005).

1.9. Zacl, membre de la famille PLAG

Zacl appartient a la famille Pleiomorphic Adenomen& (PLAG) de par sa forte
analogie de structure avec les deux autres menderestte famille, PLAG1 et PLAGL2. La
famille PLAG constitue une nouvelle sous-famillegtetéines a doigts de Zinc, capables de
reconnaitre 'ADN et de réguler la transcriptiorZd¢l posseéde des similarités de séquence
avec PLAG1 et PLAGLZ2 surtout au niveau de ses daigt Zinc a I'extrémité N-terminale.
Quatre acides aminés (STSY) en début d’extrémitér@inale restent également conservés
chez les 3 membres (Kasal, 1998) (Figure 9).

A l'opposé de Zacl, PLAG1 et PLAGL2 sont des protgogénes qui, en situation
normale, ne sont exprimés que dans les tissus Xcelaugene codant pour PLAGL est
localisé dans la région chromosomique 8ql2, régicble d'un réarrangement

chromosomique dans les adénomes pléiomorphiqueglatedes salivaires (Ka al, 1998).

La différence fonctionnelle entre hZacl et les dauttes membres de la famille PLAG
est due a la spécificité de leur liaison a 'ADN.A®1 et PLAGL2 reconnaissent, comme
hZacl, des motifs nucléotidiques riches en GC maisx-ci doivent impérativement étre
suivis d’'un cluster G. Le facteur de transcriptiofacl cible donc des genes différents que
PLAG1 et PLAGL2 (Hensent al, 2002).
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Figure 9. Comparaison des séquences protéiqueZdelh(PLAGL1), PLAG1 et PLAGL2.
Schéma des protéines de la famille PLAG et alignémes séquences en acides aminés de
PLAG1, PLAGL2 et hZacl (PLAGL1). Le pourcentagalatitité et de similarité des
différents domaines sont mentionnés. Les résiduseceés sont surlignés. La fleche
représente la limite entre les doigts de zinc eddenaine de transactivation. D’apres Kas et
al., 1998.
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1.10. Etude de Zacl dans notre laboratoire

Alors que la durée de vie des cellules dendritigi@3s) immatures dans les tissus
périphériques est longue, les CDs matures ayaméndigns les ganglions régionaux meurent
par apoptose en moins de trois jours (Stblal, 2002). Notre laboratoire, en collaboration
avec celui du Dr Muriel Moser (Institut de Biologié¢ de Médecine Moléculaire, Université
Libre de Bruxelles), a comparé le transcriptome @Bs matures a celui des CDs immatures
par la techniqgue de microarray. Les CDs que noossautilisées étaient des CDs immatures
murines isolées de la rate. Nous avons pu les fa@teirer en les mettant en cultumevitro
durant toute une nuit. Nous avons observé une fodéulation de I'expression de Zacl, un
géne potentiellement impliqué dans I'apoptose. fi@t,eZacl est surexprimé dans les CDs
matures. Ces résultats ont été confirmés par RT-§@Rititative. Bien qu’il semble que la
durée de vie des CDs matures dans les organes dydgsh conditionne I'ampleur et
I'orientation de la réponse immune, les mécanismeiculaires régulant la survie des CDs
sont peu connus. Ces résultats préliminaires segggue I'augmentation de I'expression de
Zacl lors de la maturation des CDs pourrait détlentapoptose des CDs dans les organes
lymphoides et participer ainsi a la régulationalediponse immune. Pour répondre a ce projet,
notre laboratoire (en association avec le Dr Stéptchurmans, FMV, ULG) a généré une
souris dans laquelle Zacl peut étre invalidé deiénarconditionnelle. Notre objectif est
d’invalider Zacl spécifiquement au niveau des tedludendritiques a I'aide d’'une CD11c-
Cre. L’élaboration de cette souris transgéniquatéaatuellement terminée, nous pourrons

I'utiliser afin d’étudier le role potentiel de Zadans I'apoptose des CDs matures.
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2. IMMUNITE INNEE ANTIVIRALE
2.1. Immunité innée et immunité adaptative

Les défenses immunitaires de I'organisme sont deaede plus en plus complexes au
fur et & mesure de I'évolution des especes afinamebattre des agents pathogénes évoluant
€également sans cesse. Le systéme immunitaire désbrés est constitué de deux bras:
limmunité innée et I'immunité adaptative (ou sgiggie). La recherche en immunologie a été
dominée ces dernieres décennies par les travautanposur la compréhension des
mécanismes de I'immunité adaptative, dont I'origéwelutive est plus récente. Le rble des
lymphocytes B et des lymphocytes T, et de leureptaurs des antigenes spécifiques a
notamment été défini (Janeway, 2001). Au cours éueldppement des cellules, un
mécanisme de recombinaison de genes génére dagaechanphocyte un récepteur de
'antigene possédant un site de reconnaissanceuelnilyinfection induira ensuite une
expansion clonale des lymphocytes dont les récepteagonnaissent un antigene exprimeé par
l'agent infectieux, permettant une réponse adapbéespécifique, a ce germe (Imler et
Hoffmann, 2001).

Jusqu’au milieu des années nonante, 'immunité tatigp était définie comme le seul
elément essentiel dans la défense des vertébrdse cl@s micro-organismes infectieux.
L'immunité innée était, en effet, considérée comenmécanisme de défense des organismes
moins évolués. Cependant, malgré sa tres granadéfisipé, le systeme adaptatif ne permet
pas a lui seul de contréler les infections. Entetfamplification clonale des lymphocytes
naifs et leur différenciation en cellules effea@dgcprennent plusieurs jours, alors que de
nombreux agents infectieux ont des temps de gémérgtii peuvent n’étre que de quelques
dizaines de minutes (Imler et Hoffmann, 2001 ; yae 2001 ; Janeway et Medzhitov,
2002).

Ces 20 dernieres années, des études ont égalemenéenmliumiere les fonctions
primordiales de la réponse immune innée dans caithemlL’'immunité innée est la premiere
réponse que l'organisme oppose a linfection. Hnstitue une réaction rapide, non
spécifique et indépendante d’'une exposition préalde I'organisme a l'agent pathogéne
(Imler et Hoffmann, 2001 ; Janeway, 2001 ; Janeetayledzhitov, 2002).
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2.2. Immunité innée et récepteurs PRRs

Des 1989, Charles Janeway a postulé I'existena@ckpteurs, les Pattern recognition
receptors (PRRs) reconnaissant des motifs moléeslabnservés au sein de différents types
de micro-organismes, les Pathogen associated nhopettern (PAMPS), et activant la
réponse immune innée (Janeway, 1989). Ces PAMRsesercaractérisés par les trois
propriétés suivantes : (i) ils sont absents deelule hoéte ; (i) ils sont communs a de
nombreuses espéces de micro-organismes, ce queépdenmeconnaitre I'énorme diversité de
microbes par un nombre restreint de récepteuii$ ilgisont essentiels a la survie des micro-
organismes, ce qui limite I'apparition de mutanthappant a la reconnaissance. L’identité
moléculaire des récepteurs PRRs restera inconrsggigula découverte des récepteurs Toll-
Like (TLRs) (Akiraet al, 2001 ; Janeway et Medzhitov, 2002).

2.3. Récepteurs Toll-like
2.3.1. Description générale

Les récepteurs Toll-like (TLRs) sont des récepte®®Rs membranaires qui
reconnaissent des PAMPs de divers agents pathogéjmsent un réle clé dans I'activation
de la réponse immune innée et adaptative. lls ¢ienieur nom de leur analogie structurelle et
fonctionnelle avec le récepteur Toll de la drostephidécouvert en 1996, capable d’'induire

une réponse immune antifongique (Lemadétal, 1996).

Les récepteurs TLRs sont des protéines transmemaibearcomprenant 3 domaines : un
domaine extracellulaire riche en leucine, spécdiqu chaque TLR et qui participe a la
reconnaissance des PAMPs ; un domaine transmenneraiche en cystéine ; et un domaine
intracytoplasmique TIR (Toll/IL-1R/R) que I'on retuve chez les membres de la famille du
récepteur de l'interleukine 1 (IL-1R) et qui paipie aux interactions protéine-protéine (Imler
et Hoffmann, 2001) (Figure 11).
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Domaine extracellulaire
. riche en Leucine
(environ 800 AA)

Membrane cellulaire

DomaineTIR (Toll/IL-1R/R)
b intracytoplasmique
(environ 200 AA)

Figure 11. Structure protéique générale des TLRs tecepteurs TLRs sont des protéines
transmembranaires constituées par un domaine egditdaire riche en leucine d’environ 800
acides aminés (AA) qui est spécifiqgue a chaque ThR,partie transmembranaire riche en
cystéine et un domaine intracytoplasmique, d’emvig®0 AA, que l'on retrouve chez les
membres de la famille du récepteur de l'interleekin (IL-1R), nommeé TIR (Toll/IL-1R/R).
D’aprés Imler, 2004.

Treize TLRs ont été clonés chez les mammifere<i&@ I’humain et 13 chez la souris)
et chaque récepteur semble impliqué dans la resamee de PAMPs spécifiques,
provenant de bactéries, virus, champignons ou poaices (Beutler, 2004 ; Medzhite¥ al,
1997). lls sont exprimés dans beaucoup de typadaiees dont principalement les cellules
du systéme immunitaire inné et les cellules ayantontact avec le milieu extérieur. Les
TLRs 1 a 9 sont conservés chez 'homme et chepddss Le TLR10 est présent seulement
chez 'humain et le TLR11 n’est fonctionnel que zkesouris. Les ligands PAMPs des TLRs
1 a9 et 11 sont bien connus, contrairement awantlg des TLRs 10, 12 et 13 qui doivent
encore étre définis. Certains TLRs peuvent fornmes ldetérodiméres entre eux, ce qui leur
permet d’élargir le spectre de PAMPs reconnus (Bew004).

Dans le cadre de la reconnaissance de PAMPs dierigactérienne, I'hétérodimere
TLR2/1 lie des lipopeptides triacylés alors quelilaere TLR2/6 lie des lipopeptides diacylés
et des acides lipotéichoiquet’homodimére TLR2 reconnait le peptidoglycane, des
lipopolysaccharides (LPS) atypiques, la modulineenath soluble deStaphylococcus

epidermidis et des porines ddeisseria De plus, les TLRs 4, 5 et 9 lient respectiveniest
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LPS, la flagelline et les motifs CpG de I’ADN bawtd. Le TLR11 détecte des protéines non
définies dEscherichia coluropathogénique.

Le TLR3 lie spécifiquement les ARN double brin (A& viraux alors que les ARN
simple brin (ARNsb) viraux sont reconnus par lefR§L7/8. Le TLR9 détecte les motifs CpG
non méthylés de I'’ADN viral. Le TLR4 semblerait é&ggaent détecter la protéine de fusion du
Virus Syncytial Respiratoire (RSV F).

Finalement, I'nétérodimere TLR2/6 détecte le zymofangique et des glycolipides
(GIPLs) deTrypanosoma cruziet le TLR11 lie une protéine dexoplasma gondi{Westet
al., 2006) (Figure 12).

Bacteria Viruses Protozoa &
Fungi

Atypical LPS
Lipoprotein
Lipopeptide
Lipoarabinomannan
Lipotechoic Acid
Modulin Viral Zymosan  Profilin-
Porin Bacterial UPEC RSVF CpG GIPLs like
Peptidoglycan LPS Flagelin CpG DNA protein dsRNA protein ssRNA DNA  Glycolipids protein

AR AAR RN

TLR1/2/6 TLR4 TLR5 TLR9 TLR11 TLR3 TLR4 TLR7/8 TLR9 TLR2/6 TLR11
L 11 11 ]

NF-KB activation NF-KB activation NF-xB activation
Proinflammatory IRF3/7 activation Proinflammatory
cytokines cytokines

Type | interferons &
IFN-inducible genes

Proinflammatory
cytokines

Figure 12. Les récepteurs Toll-like (TLR) et leligands spécifiques chez les mammiferes.
D’apres West et al., 2006.

Le domaine intracytoplasmique TIR des TLRs leumparde se lier & des protéines
adaptatrices possédant également un domaine TIRpaDeette propriété, les TLRs sont

capables d'activer des voies de signalisation cergd qui conduisent a une réponse
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immunitaire incluant la production de nombreuseaskipes pro-inflammatoires telles que le

TNF-a, I'lL-6 et I'lL-12 p40 et la production des intérons (IFNs) de type I.

Tous les TLRs, excepté le TLR3, utilisent la pnoeéi adaptatrice Myeloid
differentiation primary response gene 88 (MyD88umpactiver le Nuclear Factor-kappa B
(NF«B) et des Interferon Regulatory Factors (IRFs).t€eie dépendante de MyD88
conduit principalement a la production de nombrswsgokines pro-inflammatoires et donc a

induction d’'une réponse inflammatoire.

Les TLRs 3 et 4, qui reconnaissent respectivementARN double brin viraux et les
lipopolysaccharides (LPS) des bactéries gram-négmtiont la particularité de pouvoir
emprunter une voie MyD88-indépendante en utilidanprotéine adaptatrice TIR domain-
containing adaptor protein inducing interferon b@mRIF) (Fitzgeraldet al, 2003 ; Hoebet
al., 2003 ; Oshiumet al, 2003 ; Yamamotet al, 2002 ; Yamamotet al, 2003). Cette voie
active les IRFs -3 et -7 et NfB, et conduit principalement & la production d’IF8i&s type |
(Doyle et al, 2002 ; Hondeet al, 2005 ; Kawaiet al, 2001 ; Kawai et Akira, 2010) (Figure
13).

TLRs
1/2/5/6/7/8/9 TLR4 TLR3
MyD88 TRIF
NF-kB IRFs NF-kB IRF3/IRF7
Cytokines IFNs de type |
pro-inflammatoires
Cytokines
IFNs de type | pro-inflammatoires

Figure 13. Représentation schématique et simpldiég voies de signalisations activées par

les récepteurs TLRs. D’aprés Latz et Fitzgerald)&0
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2.3.2. TLRs impligués dans la réponse antivirale

Un virus est une entité biologique qui nécessit eallule héte pour se multiplier. Il est
composé d'une ou plusieurs molécules d'acide mueéisoit d’ADN, soit d'ARN, simple ou
double brin) entourées d'une coque de protéinegele® la capside, et, parfois, d'une
enveloppe. Les virus peuvent pénétrer dans lalegliar differents mécanismes. Les virus
non enveloppés entrent dans la cellule par traagtoten se liant a la membrane cellulaire et
en y générant un pore. Tous les virus peuvent pEméans la cellule lors de I'endocytose.
Les virus sont capturés dans les vésicules endpmdilors de la phagocytose ou pinocytose
et entrent ensuite dans le cytoplasme par fusiodestruction de la membrane endosomale.
Certains virus enveloppés fusionnent également ézweloppe virale avec la membrane
plasmique cellulaire et relarguent leur particulale dans le cytoplasme (Hogle, 2002 ; Perry
et al, 2005) (Figure 14).

‘/— antirccepteur

proteine de Musion

— @ Fusion/Lyse

Sit

Translocation Endocytose

- &

Fusion/Lyse
g k)
% @ F cytoplasme

Figure 14. Description des différents mécanismepdé®tration d’'un virus dans la cellule
hote. D’apres Perry et al., 2005.

Contrairement aux autres TLRs exprimés a la sudasecellules, les TLRs 3, 7/8 et 9,
spécialisés dans la réponse antivirale, sont k&=l stratégiquement dans les
endosomes/lysosomes des cellules hotes (GalianauRrat Imler, 2006 ; Kawai et Akira,
2010) (Figure 15).
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Lipopeptides Lipopeptides
diacyl triacyl

TLR1 TLR2 TLR5 TLR4
TLR6 TLR2
1
i"i i"i

I Membrane cellulaire

Flagelline LPS

Endosome

ARNdb

TLR7/8

Figure 15. Représentation schématique de la loaatia cellulaire des TLRs. Les TLRs 1, 2,
4, 5 et 6 sont exprimés a la surface des cellulag@nnaissent des composés microbiens
protéiques ou lipidiqgues exogénes. Les TLRs 3,e7,98 reconnaissent des acides nucléiques
exogenes et sont localisés dans les endosomesfiysssies cellules hotes. D’aprés Takeda
et al., 2005.

TLR3

Le TLR3 a été découvert a la base comme récepteaonnaissant l'acide
polyriboinosinique polyribocytidylique[poly(l:C)], un double brin d’ARN synthétique
capable de mimer un ARN viral (Alexopouletial, 2001). Par la suite, il a été montré que le
TLR3 reconnaissait des ARN double brin (ARNdb) ukaorrespondant a des intermédiaires
de réplication des virus a ARN, dont par exempée,virus de I'Encéphalomyocardite

(EMCV) et le virus respiratoire syncytial (VRS) (Kai et Akira, 2010).

L’initiation de la réponse antivirale débute loregqUARNdD viral se lie a la surface
extérieure du domaine extracellulaire du TLR3. katgine adaptatrice TRIF, contenant un
domaine TIR, s’associe alors avec le domaine TIRé&bepteur TLR3 (Alexopoulost al,

2001 ; Kawai et Akira, 2010).
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D’une part, TRIF recrute les kinases IKKi/lkket Tank-binding kinase 1 (TBK1) qui
phosphorylent et activent le facteur de trans@iptiiRF3. Du a son changement
conformationnel, IRF3 phosphorylé forme des diménesnodimeres ou hétérodiméres avec
IRF7) et interagit avec les co-activateurs CBP/PB60r former un holocomplexe dans le
noyau. Ce complexe se lie aux promoteurs des IFENypk | afin d’induire leur expression
(Honda et Taniguchi, 2006 ; Kawai et Akira, 201W/eaveret al, 1998 ; Yoneyamat al,
1998).

D’autre part, TRIF conduit a I'activation du comydede la kinasekB (IKK) qui
phosphoryle KB et permet a NkB de migrer vers le noyau et d’induire I'expressibam
cytokines inflammatoires et des IFNs de type | (Kaet Akira, 2010 ; Takeda, 2005) (Figure
16)

TLRs 7/8 et TLR 9

Les motifs CpG sont sous-représentés dans I’ADN rdammiféres et sont dans la
plupart des cas méthylés. Au contraire, les ma@if&s sont fréquemment rencontrés chez
I’ADN de virus ou de bactéries et ne sont pas nléthyLe TLR9 reconnait spécifiguement
des ADN viraux ou bactériens contenant des motif€ @Gon méthylés (Kawai et Akira, 2010
; Wagner, 2004). Les TLRs 7 et 8 sont initialemenhnus pour étre activés par les
imidazoquinolines qui sont des agents pharmacal@gigntiviraux utilisés notamment pour
soigner les infections aux Herpes. lls reconnaiségalement les ARN simple brin (ARNsb)
des virus a ARN comme par exemple le virus de llkrfiza ou le Virus de la Stomatite
Vésiculeuse (VSV) (Akira, 2003).

Lors de la reconnaissance de leurs ligands spéesigles TLRs 7, 8 et 9 recrutent la
protéine adaptatrice MyD88 qui possede un domalRe€el s’associe avec le domaine TIR
des TLRs 7, 8 ou 9. MyD88 induit plusieurs voiesimalisation différentes. D’une part, elle
conduit a l'activation de NkB qui induit I'expression de cytokines pro-inflamioiaes.
D’autre part, le recrutement de MyD88 par les TI/R8 ou 9 engendre la phosphorylation et
l'activation d'IRF7 qui participent a la productiailFNs de type | (Diebolcet al, 2004 ;
Kawai et Akira, 2010 ; Takeda, 2005) (Figure 16).
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Figure 16. Reconnaissance de PAMPs par les TLRaceitulaires. Le TLR3 reconnait des
ARN double brin (dsRNA) provenant de virus ou dleles infectées par un virus. Le dsRNA
se lie au domaine extracellulaire du TLR3 qui aetime voie dépendante de TRIF qui, a son
tour, induit I'expression des IFNs de type | etcgiokines inflammatoires. Le TLR7 reconnait
des ARN simple brin viraux (SSRNA) et active Af-et IRF7 via une voie dépendante de
MyD88, qui induisent, respectivement, la productiencytokines inflammatoires et des IFNs
de type I. De plus, l'autophagie est impliquée dendélivrance des ssRNA au niveau des
vésicules exprimant le TLR7. Le TLR9 reconnait NARiral ou bactérien. Le clivage
protéolytigue du TLR9 est nécessaire pour actigevae de signalisation. Le TLR9 recrute
MyD88 afin d’'activer NFAB et IRF7. Les TLRs 3, 7 et 9 sont principalemecdlisés dans le
réticulum endoplasmique (RE) et sont ensuite trariép vers les endo/lysosomes ou ils se
lient a leurs ligands. La protéine membranaire URSBQ interagit avec les TLRs dans le RE

et est essentielle a leur transport. D’apres Kaefaf\kira, 2010.

26



INTRODUCTION - Immunité innée antivirale

TLRs 2 et4

Les TLRs 2 et 4 sont capables de détecter des PAMPRdifférents pathogenes. lls
peuvent étre notamment impliqués dans la répont@rate en reconnaissant des protéines
virales impliquées dans I'assemblement de la capsiddans l'interaction avec les cellules
hotes. Le TLR2 induirait 'expression de cytokings-inflammatoires en réponse a I'Herpes
Virus Simplex de type 1 (HSV-1) et au cytomégalosi(CMV). Cependant, TLR2 est
incapable d’induire la production d’IFNs de typddomptonet al, 2003). Par contre, le
TLR4 serait capable d’induire I'expression des IFddstype | mais les molécules virales

reconnues par le TLR4 n’ont pas encore été clainénhefinies (Jiangt al, 2005).
2.4. Récepteurs PRRs cytosoliques
2.4.1. Description générale

Des récepteurs PRRs cytosoliques participent égailera la reconnaissance des
PAMPs et a l'induction de la réponse immunitaites Nucleotide-oligomerization domain
leucin-rich repeat (NOD-LRR) et les Retinoic-aamthicible gene | (RIG-I)-like helicases
(RLHs). La famille des NOD-LRR comprend plus deri@mbres qui reconnaissent divers
PAMPs bactériens et déclenchent la production dekiywes pro-inflammatoires dont
l'interleukine IL-1B. lls permettent ainsi de contenir l'infection emduisant la mort des
cellules infectées (Franchkt al, 2009 ; Kawai et Akira, 2010). Les récepteurs Rldident
les ARNdb et les ARNsb triphosphate viraux, et isdnt 'expression des IFNs de type I. lls
sont présents dans la majorité des cellules dgdiisme. Parmi les RLHs, on retrouve
Retinoic-acid-inducible gene 1 (RIG-1), Melanoma ffBrentiation-Associated Gene 5
(MDA5) et Laboratory of Genetics and Physiology I2PG2) (Kawai et Akira, 2008 ;
Yoneyama et Fujita, 2009). La mise en évidencetréayorotéines cytoplasmique telles que
DNA-dependent activator of IRFs (DAIjui est capable de se lier & de 'ADNdb viral ou
bactérien et d’activer IRF3, suggeére 'existencal@&ment d’autres récepteurs cytoplasmiques
détectant TADN de PAMPs au niveau du cytosol (Homg et Latz, 2010 ; Rathinast al,
2010 ; Takaokat al, 2007).
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2.4.2. RLHs

Les RLHs RIG-I et MDA5 comprennent des domainesal#utement pour caspase,
Caspase recruitment domains (CARDs) en N-terminahalomaine hélicase DexD/H box en
C-terminal. lls interferent avec les ARNdb et IeRMsb triphosphateiraux grace a leur
domaine hélicase. Leurs domaines CARDs intervienmms ['initiation de la réponse
immune (Yoneyamat al, 2005). lls s’associent avec la protéine adapwtmembranaire
mitochondriale Interferoffs- promoter stimulator 1 (IPS1) qui contient égalemendomaine
CARD (Kawai et al, 2005). IPS1 interagit avec l'ubiquitine ligase HBIF Receptor
Associated Factor 3 (TRAF3) et active le complai€illKK ¢ et TBK1 qui phosphorylent et
activent IRF3 et IRF7, régulateurs clés de I'expims des IFNs de type I. IPS1 induit
egalement l'activation de NkB via Fas-Associated protein with Death Domain (FPACet

une voie dépendante des caspases 8 @talk@uchi et Akira, 2007Figure 17).

Les RLHs semblent essentiels pour induire une rEpamtivirale apres infection avec
de nombreux virus a ARN tels que le Virus de I'Epieaite Japonaise (JEV), le VSV, le
virus de l'Influenza, le Reovirus, le virus de San(5eV) ou 'EMCV (Saito et Gale, 2008).
Tout comme le TLR3, les RLHs sont aussi activéggpaitement au poly(l:C) (Gitliat al,
2006 ; Katoet al, 2006 ; Yoneyameaet al, 2004). Cependant, RIG-I et MDA5 ne
reconnaissent pas tout a fait les mémes ligandte ate fait, cibleraient des virus a ARN
différents. RIG-I reconnait des ARNdb de petitebemissus de la réplication virale de virus
a ARN tels que le VSV, le SeV, le JEV et le virgslthépatite C. Certains virus, dont le virus
de I'Influenza, phosphorylent leur ARNsb a son éxtité 5'. RIG-1 est également capable de
détecter ces ARNSsb triphosphate. MDA5 se lie pefféellement a des ARNdb de grandes
tailles comme les intermédiaires de réplicatiodE®ICV, du virus de la Dengue et du virus
de West Nile (Gitlinet al, 2006 ; Katoet al, 2005 ; Katoet al, 2006 ; Saito et Gale, 2008).
Cependant, la spécificité de réponse des RLHsd&atiéférents types de virus semblerait étre
plus complexe. Une récente étude a démontré quactivation de MDA5 chez des souris
infectées au SeV augmenterait significativememnhdat des souris infectées et la réplication
virale. MDAS serait donc indispensable a la sumgel’'organisme apres infection avec un

Paramyxoviridae, normalement défini comme activamécepteur RIG-1 (Gitliret al, 2010).

Le troisieme RLH, LPG2 ne posseéde pas de domairesecrutement CARDs. |l
servirait de régulateur positif ou négatif a laevoies RLHs en formant des hétérodiméres
avec RIG-1 ou MDAS (Saito et Gale, 2008).
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Figure 17. Représentation schématique de la voi®kdz1 et MDA5D’aprés Takeuchi et
Akira, 2007.
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2.5. Les IFNs de type |
2.5.1. Description générale

Les IFNs sont divisés en trois types distinctpesyl, Il et Il (Pestkat al, 2004). Les
IFNs de type | se composent de plusieurs génesantlprincipalement les IFN; IFN-3
(Taniguchiet al, 1980), et d’autres tels que I'lF- I'IFN-¢€ et I'IFN-k (Pestkaet al, 2004).
Chez I'humain et la souris, il existe respectivetihet 14 genes de la sous-famille de I'lFN-
a. Par contre, on ne retrouve qu’un seul géne ptit43 (Weissmann et Weber, 1986). Les
IFNs de type Il font référence a I'lFiN-L’'expression du géne de I'lFM-est typiquement
induit dans les cellules du systéme immunitairlesetjue les lymphocytes T et les cellules
Natural killer (NK) (Farrar et Schreiber, 1993).ddtres membres des IFNs tels que les IFN-
Al, A2, A3 ont été identifiés et classés dans la famille I6&&s de type Il (Hondaet al,
2006 ; Pestkat al, 2004).

Les IFNs de type | sont les cytokines majeuresadeponse antivirale. lls tiennent
d’ailleurs leur appellation du fait qu'ils interi@mt avec la réplication du virus chez I'héte. Les
IFNs de type | représentent I'éveénement majeur dierde de l'organisme contre les
infections virales en agissant directement etrapglement sur la cellule infectée. Par contre,
I'activation du systeme immunitaire par I'lFN degyll (IFN-y) constitue un événement plus
tardif, lors de la réponse immune adaptative, gofarcera I'action rapide des IFNs de type |
(Hondaet al, 2006 ; Stetson et Medzhitov, 2006 ; Vilcek, 2006)

2.5.2. Régulation des IFNs de type |

Les IFNs de type | sont produits par tous les tygsdsilaires en réponse a une infection
virale. lls sont principalement régulés au niveamgcriptionnel par les Interferons regulatory
factors (IRFs) qui forment une famille de 9 membfegure 18). Les IRFs possedent un
domaine de liaison a 'ADN (DBD) en N-terminal, gse lie aux motifs nucléotidiques
GAAANN et AANNNGAA. Chaque IRF est pourvu d’'un doma qui lui est spécifique en
C-terminal, IRF association domaine (IAD), qui kdnfére son activité transactivatrice, sa
spécificité cellulaire et sa capacité d’interagrea d’autres membres de la famille IRFs ou
d’autres facteurs (Hiscott, 2007).
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IRF  Expression Target gene Main immune function of  Phenotype of gene-knockout mice
target gene
IRF1  Constitutive, and NOS2, GBP1 and Promote antibacterial and Susceptibility to infection with the
inducible by IFNy gp91FHoX antiviral innate immunity intracellular bacteria M. bovis and
B. abortus; reduced resistance to
infection with the virus EMCV
IL12 Promotes T, 1-cell responses Defective T 1-cell responses;
susceptibility to infection with the
parasite L. major and the intracellular
bacterium L. monocytogenes
IL15 Controls haematopoietic-cell  Defective NK-cell, NKT-cell and IEL
development development
TAP1 and LMP? Provide MHC class | molecules  Reduced CD8* T-cell numbers
with short peptides
CDKN1A Controls the cell-cycle and Reduced DNA-damage-induced cell-
apoptosis cycle arrest
Caspase-1 Controls apoptosis and Reduced DNA-damage-induced
processes [L-1P apoptosis of mitogen-activated mature
Tcells
IRF2  Constitutive IFN-inducible genes  Attenuate type | IFN responses  Severe skin inflammation mediated
(such as OAS, PKR by CD8" T cells; defective CD4* DC
and IRF7)* development
IL12 Promotes T, 1-cell responses Susceptibility to infection with the
parasite L. major
IRF3  Constitutive IFNB, IFNA4, IFIT1, Promote antibacterial and Reduced resistance to infection with
CXCL9,CXCL10and antiviral innate immunity the virus EMCV; increased ability to
CCL5 clear infection with the intracellutar
bacterium L. monocytogenes;
resistance to LPS-induced endotoxic
shock
IRF4  Constitutive, and IL4 and GATA3 Controls T-cell function Defective T, 2-cell differentiation
inducible by TLR
ligation
IGKand CD23 Control B-cell development Defective mature B-cell function;
and function defective immunoglobulin production
ND Controls DC development Defective CD4* DC development
IRF5  Constitutive, and IL6,IL12, TNF, Promote inflammation Resistance to LPS- or CpG-containing-
inducible by type | IFNs  NFKBIZ and CXCL2 DNA-induced shock
and by TLR ligation
IRF6  ND ND ND ND
IRF7  Constitutive, and IFNB and IFNA Promote antiviral innate Susceptibility to infection with the
inducible by type | IFNs immunity viruses EMCYV, VSV and HSV; reduced
efficiency of CD8* T-cell cross-priming
IRF8  Constitutive, and IL12 andIL18 Promote T, 1-cell responses Defective T, 1-cell differentiation;
inducible by IFNy susceptibility to infection with
the intracellular bacterium
L. monocytogenes and the parasites
L. major and T. gondii
ND Controls haematopoietic-cell ~ Development of chronic-myeloid-
development leukaemia-like disease; defective
plasmacytoid-DC and CD8* DC
development
IRF9  Constitutive IFN-inducible genes  Mediate type | IFN responses  Susceptibility to infection with the

(such as OAS, PKR
and IRF7)

viruses EMCV, VSV and HSV

Figure 18. Membres IRFs et leurs réles dans la risgoimmune. (*) Génes IFN-inductibles

régulés négativement par IRF2. D’aprés Honda etaAK006.
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Les IRFs 3 et 7 sont les IRFs principaux impliquiEsns la voie des PRRs et
'expression des IFNs de type | lors d’'une infeatiorale (Honda et Taniguchi, 2006 ; Kawai
et Akira, 2010). IRF3 est exprimé constitutivemehtest localisé dans le cytoplasme sous
forme inactive. Lors d’'une infection virale, le TBRRIG-1 et MDAS reconnaissent les ARN
bicaténaires viraux et activent des voies de siggiabn conduisant a I'activation d’IRF3
(Doyle et al, 2002 ; Takeuchi et Akira, 2007). IRF3 est actha# phosphorylation au niveau
de résidus sérine en C-terminal et est alors twgngl dans le noyau. Du au changement
conformationnel, la forme phosphorylée d'IRF3 ptarmer des dimeres (homodiméres ou
hétérodimeres avec IRF7) et interagir avec lesctivateurs CBP/P300 pour former un
holocomplexe dans le noyau. Ce complexe est caplabde lier aux promoteurs des IFNs de
type | (Honda et Taniguchi, 2006 ; Weaetral, 1998 ; Yoneyamat al, 1998).

IRF7 est également activé par les voies des TLR&{79 (Takeuchi et Akira, 2007). De
facon similaire a IRF3, IRF7 est localisé dansyt®sol sous forme inactive et est activé lors
d’'une infection virale par phosphorylation au nivede résidus sérine en C-terminal. IRF7
phosphorylé peut former des homodiméres ou desduitéeres avec IRF3 et migrer dans le

noyau afin de réguler I'expression des IFNs de ty(@atoet al, 1998).

Contrairement a IRF3 qui est exprimé constitutivetnéRF7 est faiblement exprimeé
dans la plupart des cellules et son expressiofodsment induite par les IFNs de type I. En
effet, I'induction de l'expression des IFNs de typen réponse a l'induction virale est
biphasique. Dans la premiére phase, IRF3 est aldigéd’'une infection virale et conduit a
I'expression de I'IFNB et de I'lFN-a4. A ce niveau, IRF7 est faiblement exprimé mais la
production d’'IFNs de type | va induire fortemennsexpression. Dans la seconde phase,
IRF3 et IRF7 vont ensemble induire I'expression’'diéN- 3 et des IFNst1, 2, 4 et 5. Il s’agit
d’'une boucle rétroactive positive (Sabal, 2000) (Figure 19).
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Figure 19. Représentation schématique du mécanspiasique impliqguant IRF3 et IRF7
dans l'induction des IFNs de type I. D’'aprés Satalg 2000.
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2.5.3. Voie de signalisation des IFNs de type |

Les IFNs de type | (IFNs-et f3), par leurs actions autocrine et paracrine, peddes
cellules a une éventuelle infection en y induidaxpression de nombreux genes impliqués
dans la lutte antivirale (Doylet al, 2002 ; Hondaet al, 2005 ; Kawaiet al, 2001). Les IFNs
de type | (IFNsa ou ) se lient a leur récepteur spécifique a la surtahkilaire, Interferon-
a/p receptor (IFNAR) composé de 2 sous-unités (IFNARIFNAR?2) (Uzeet al, 2007).La
fixation des ces cytokines a leur récepteur perfaetivation detyrosines kinases de la
famille Janus Tyrosine Kinase (JAKJAK1 et Tyk2. Les JAKs activées phosphorylent le
récepteur au niveau de résidus tyrosine, permet@necrutement des facteu&ignal
Transducer and Activator of Transcriptid®TAT)-1 et -2 via leur domaine de signalisation
SH2. JAK1 et Tyk2 phosphorylent STAT1 et STAT2 qgueuvent ainsi former des
hétérodimeres. Ces derniers s’associent au fackeuranscription IRFYISGF3/ ou p48)
pour former un complexe transcriptionnellement faappelé Interferon-Stimulated Gene
Factor 3 [SGF3) qui migre vers le noyau permet l'induction de nombreux génes en se
fixant a leurs régions promotrices possédant I'éémenhancer appelé IFN stimulated

response element (ISRE).

L'IFN de type Il (IFNy) active les kinases JAK1 et JAK2 qui phosphorylsan
récepteur et permettent le recrutement, I'activatéd I’homodimérisation de STATL. Les
homodiméres STAT1 migrent ensuite vers le noyasedixent a des séquences promotrices
de type gamma-activated sequence (G/S8s I'effet des IFNsk et {3, des homodimeres ou
des hétérodimeéres STAT1/STATL, STAT1/STAT3, STATIHI3 peuvent aussi se former
et se fixer sur les séquences promotrices (GAS) pamsactiver les genes normalement

induits par I'IFNy.

Les IFNsA induisent une signalisation similaire aux IFN dpet |, mais se fixent a des
récepteurs différents des IFNs de types | et H.dttivent des kinases qui permettent la
phosphorylation de STAT1 et STAT2 et la formatiom domplexe ISGF3Gongora et
Mechti, 1999 ; Uzest al, 2007) (Figure 20).
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Figure 20. Représentation schématique de la voiesigealisation des IFNs. D’aprés

Gongora et Mechti, 1999.

2.5.4. Génes régulés par les IFNs de type |

Les IFNs de type |, par fixation a leur réceptepédcifique, sont responsables de
I'induction de plusieurs centaines de geénes, Ibsdffimulated genes (ISG) (Figure 21). Les

protéines antivirales majeures les plus connues agsystéme IFN sont la protéine kinase R

(PKR), les 2-5A synthétase/RNase L et les protéivbegChawla-Sarkaet al, 2003 ; Garcia

et al, 2007 ; Halleret al, 2007a).

Function Example Function Example

Apoptosis TRAIL, Fas, XAF-1, caspase-4, Antigen processing/presentation/  MHC | and I, g-microglobulin,
caspase-8,RIDs, PKR, IRF-1, PML, immunomodulation LMP-2, TLR-3, SP100B,
RNase L, galectin-9, OAS-1 C1 inhibitor, Complement
9-2 isozyme, DAP-kinase components

Antiviral PKR, GBP-2, Mx proteins, RANTES, Cell cycle/DNA scaffold v-myc, IFI-16, MAP3K8, myc

2'5'A oligoadenylate synthetase, cig-5

Host defense
CDA47 antigen, MX proteins, IL-15,
IL-6, IL-18, ISG-15

PKR, ISGF3-y, IRF 1-9, MyD88, Staf50,

Transcription factors

promoter binding gene, Histone
H1 family, NBS-1/p95

STAT1,STAT2, ISGF3-y, IRF1-7

Figure 21. Exemples d’ISGs classés en fonctiordes Ifonctions. D’apres Chawla-Sarkar et

al., 2003.
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La protéine kinase R (PKR) est une kinase sérir@sttine cytoplasmique induite par
les IFNs de type I. Elle posséde 2 domaines coasate liaison aux ARNdb viraux dans sa
région N-terminale. PKR est activée par phosphtipiasuite a sa liaison a I'ARNdb (Perry
et al, 2005). Une fois activée, la kinase induit, a saum, I'activation de la production d’IFNs
de type | et de NkB, renforcant ainsi la réponse antivirale (Clemet97). PKR activé
participe également a la phosphorylation de ladénBukaryotic Initiation Factor @-(elF-
2a) qui conduit a l'inhibition de la traduction desRAm et de la réplication virale (Garca
al., 2007 ; Pernet al, 2005 ; Saunders et Barber, 2003).

La voie de la 2-5A synthétase/RNase L est une maiktienzymatique qui conduit a la
dégradation de 'ARN en réponse aux IFNs de tydellé met en jeu I'action synergique de
deux enzymes IFN-inductibles: la 2-5A synthéta€@\%) et la RNase L. Apres son
activation par des ARNdb viraux, la 2-5A synthétpséymérise 'ATP en oligoadénylates
par des liaisons 2'-5' (2-5A). Les molécules ded2+bnt se lier avec une tres haute affinité a
une endoribonucléase latente, la RNase L, ety&ctia RNase L, ainsi activée, va catalyser
le clivage d'ARN viraux (Barber, 2001 ; Hallerral, 2007a ; Malathet al, 2007).

Les protéines Mx sont des GTPases induites pdiFNs de type I. Elles tiennent leur
nom de leur capacité a inhiber le développemenMgxovirus (Mx) de l'influenza. Leur
fonctionnement exact n’est pas encore bien commpiass certaines se trouvent dans le noyau
et pourraient y bloquer la transcription, tandig glautres, dans le cytoplasme, ont d’'autres
effets sur la prolifération virale comme de perturbassemblage des particules virales. Les
protéines Mx les plus connues sont Mx1 et Mx2 nmasjret MxA et MxB humaines. Chaque
membre de la famille semble posséder sa propréfisiiéc Par exemple, la protéine Mx1 est
nécessaire et suffisante pour protéger contrerles de I'Influenza, alors que la protéine MxA
ne protegera que partiellement les cellules inéecfgar ce virus (Hallest al, 2007a ; Haller
et al, 2007b ; Pavloviet al, 1992).

La réponse des IFNs de type | aux infections wral@clenche des mécanismes
apoptotiques dans la cellule infectée. Des étudésm@amment montré que I'expression du
géne suppresseur de tumeurs p53 est induite apaigsntent aux IFNs de type I. La
stimulation aux IFNsx et f8 n’active pas p53 mais prépare une éventuelle s®poe p53
face a des signaux de stress, telle gu’une infedti@le. En effet, lorsque p53 est activé dans
des cellules infectées par un virus, il induit bapose de la cellule, limitant la réplication et la
dissémination virale (Portt al, 2005 ; Takaokat al, 2003).
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OBJECTIF DU TRAVAIL

Zacl est un facteur de transcription suppresseturdeurs capable, a travers des voies
différentes et indépendantes, d'induire I'apoptosel’arrét du cycle cellulaire. Malgré ses
implications potentielles dans le développementrgorinaire et certaines maladies telles que
le cancer et le diabete néonatal, les mécanisngearé son expression physiologique, ainsi

gue sa fonction biologique exacte restent méconnus.

La majorité des études dévolues a Zacl concerremntygpes cellulaires ayant perdu
I'expression de ce facteur de transcription (celubrovenant essentiellement de tumeurs de
'ovaire, du sein et de I'hypophyse), et visentéandntrer que I'expression forcée de Zacl
dans ces lignées peut provoquer l'arrét du cyclellage ou I'apoptose. Il n'existe pas de
modéle cellulaire établi pour I'étude de I'expressendogéne de Zacl.

De plus, contrairement a ’ARN messager de Zaclanigvidence dans de nombreux
organes, la protéine endogene Zacl n’'a été quemle $ois détectém vivo. En effet, il a été
montré que la protéine Zacl était exprimée dansiqus régions du cerveau chez le rat
(Cianiet al, 2003).

Les deux objectifs de notre travail étaient, d’'ynaet, de définir la nature des stimuli
capables de moduler I'expression endogene de l@ipeoZacl et, d’autre part, d’étudier la

fonction de Zacl a la lumiére des résultats obteians la premiére partie de la thése.
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MATERIEL ET METHODES
Souris

Les souris déficientes pour Zacl (Varraedtal, 2006) nous ont été données par le
Professeur L. Journot (Institut de Génomique Fonciglle, Montpellier, France). Ces souris
sont de fond génétique C57BI/6. Les souris C578Mvages et déficientes pour Zacl ont été
élevées et hébergées dans des cages a couvdralat flur un portoir ventilé a I'animalerie
conventionnelle de I'Université de Liége. Les ssiacl’ P hétérozygotes ont été générées
en croisant des males Zdchétérozygotes avec des femelles C57BI/6 sauvagsssouris
ont été génotypées par PCR a laide des primeryvasis: primer forward 5-
aagtctcacgcggaagaaaa-3, primer reverse spécifijakete sauvage 5-gttggggagcttcttctgg-3,
primer reverse spécifique a l'allele muté 5-gggdimygmaagacaat-3. Les souris ont été
utilisées entre I'age de 8 a 10 semaines. Touprl@scoles et procédures expérimentaux ont

été approuvés par la Commission d’Ethique de I'@rsité de Liége.
Fibroblastes embryonnaires murins

Les MEFs WT, Zact, IRF3" et IRF7" ont été isolées & partir d’'embryons murins agés
entre 12 et 13 jours. Le cceur et la téte des embrgat été enlevés et le reste du corps haché
dans du PBS (Phosphate-Buffered Saline, GIBCO BRle Technologies Ltd., Paisley,
Ecosse). Les fibroblastes ont été dissociés paut @e trypsine/EDTA (GIBCO BRL, Life
Technologies Ltd., Paisley, Ecosse) durant 20 resat 37°C et agités toutes les 2 minutes.
Apres, les cellules ont été reprises dans unegezimontée d’'une aiguille de 18G et mises
en culture dans une boite T25 avec du Dulbeccosinvil Essential Medium (DMEM)
(GIBCO BRL, Life Technologies Ltd., Paisley, Ecossemplété avec 10% de FBS, de la L-
Glutamine 2 mM, 0,1 mM d’acides aminés non essintl® pg/ml de gentamycine (GIBCO
BRL, Life Technologies Ltd., Paisley, Ecosse) etuidml| def3-mercaptoéthanol (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Les cellules @tdt incubées a 37° C dans 5% de, @
milieu de culture a été changé apres 24 heuressetdllules passées apres 48 heures. Les

cellules ont été utilisées entre le troisieme eiguieme passage.

Les souris IRF3- et IRF7-déficientes (Sa&tbal, 2000) ont été fournies par RIKEN
BioResource Center (Ibaraki, Japon), et ont ét@ééle et maintenues a I'animalerie SPF
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(Specific Pathogen Free) du GIGA-Research. Les MEER3” et TLR3" nous ont été

données par le ProfesseékirAkira (Université d’Osaka, Osaka, Japon).
Réactifs

Les ligands des récepteurs Toll-like (TLRs) suigannt été utilisés : les CpG, la
flagelline, le PaCSK,, le poly(l:C), le R848 (tous achetés chez Invivaggan Diego, CA,
USA), et des lipopolysaccharides (LASscherichia coli055:B5) (Calbiochem, San Diego,
CA, USA). Le Tumor Necrosis Factor (TNBE)-a été fourni par PeproTech EC (Londres,
Grande-Bretagne), linterleukine ILB1par Biosource (Camarillo, CA, USA), linterféron
IFN-o par Hycult biotechnology b.v. (Uden, Pays-Bas). khloroquine, I'IFN§,
lactinomycine D, la doxorubicine, [I'E64 [trans-Epoxysuccinyl-L-Leucylamido-(4-
Guanidino) Butank I'H0,, la lactacystine, le MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al) @nlutline-3a ont
etée commandés chez Sigma-Aldrig®t. Louis, MO, USA). La calpeptine et 'ALLN (N-

acetylleucylleucylnorleucinal) proviennent de cl@abiochem (San Diego, CA, USA).
Irradiation des cellules

Les cellules ont été irradiées avec des irradiatignmma de 10 Gy (Caesium-137) a
partir d’'un irradiateur Gammacell-40 (MDS NordioQttawa, ON, Canada) ou des
irradiations UV (50 J/f).

Macrophages péritonéaux murins

Des souris C57BI/6 agées entre 7 et 10 semaineséténtiraitées, par injection
intrapéritonéale, a 'aide d’une seringue montaend’aiguille stérile de 27G, avec 200 ug de
poly(I:C) (Invivogen, San Diego, CA, USA) solubdiglans du PBS a 1 pg/ul. Les souris
contréles ont recu 200 ul de PBS (GIBCO BRL, Lifschnologies Ltd., Paisley, Ecosse) par
injection intrapéritonéale a la place du poly(l:8prés 6 heures de traitement, les souris ont
été sacrifiées par élongation cervicale et lesulesdlde la cavité péritonéale ont été récoltées
par lavages péritonéaux avec du PBS/EDTA (GIBCO BRie Technologies Ltd., Paisley,
Ecosse). Les comptages cellulaires au microscopmontré qu’approximativement 85% des

cellules isolées étaient des macrophages.
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Virus

Les virus de 'Encéphalomyocardite (EMCV, chimpankgtoride, 1944), de I'Herpés
Virus Simplex-1 (HSV-1) et du Coxsackievirus B4 2/B4 E2) nous ont été fournis par le
Professeur D. Hober (Université de Lille, Lille,aRce) et proviennent a la base de
I’American Type Culture Collection (VR-129B, VR-268TCC, VA, Manassas, USA). Le
virus de la Stomatite Vésiculeuse (VSV, Indiana)sa été donné par le Professeur P. Lebon
(Université de Paris, Paris, France). Ces virugthpropagés dans des cellules Vero (ATCC,
Manassas, VA, USA). Lorsque plus de 90% des celliléectées montraient des signes de
cytopathie, les cultures ont été congelées a -8°@econgelées et le milieu de culture a
ensuite été clarifié par centrifugation a 1400 gumant 10 minutes. Les titres viraux présents
dans le milieu de culture ont été mesurés paridilatsériées dans les cellules Vero en
plaques 96 puits afin de déterminer la dose irdeasg en TCID50 (tissue culture infected
dose at 50%) en utilisant la méthode de calcul eedRViuench. Les stocks de virus ont été
aliquotés et congelés a -80°C dans du milieu DMENBCO BRL, Life Technologies Ltd.,
Paisley, Ecosse).

Le virus Sendai (SeV, extrait de poumon d'un nouvea mort d’'une congestion
pulmonaire, Japon, 1952) (VR-105, ATCC, Manassas, YSA) a été propagé, durant 48
heures, dans des ceufs de poules embryonnés SPdhohCuxhaven, Gmbh) agés de 11
jours incubés dans une couveuse a 37°C. Les flall@stoidiens ont été récupérés a l'aide
d’'une seringue montée d’une aiguille de 25G eifadarpar centrifugation a 1400 rpm durant
10 minutes. Les titres viraux ont été mesurés patiahs sériées dans des cellules LLC-MK2
en plaques 96 puits (ATCC, Manassas, VA, USA) afndéterminer le nombre de pfu
(plaque-forming units)/ml. Les stocks viraux ongé éliquotés et congelés a -80°C. Ce

protocole a été approuveé par la Commission d’E#nidgl I'Université de Liége.
Transfections et plasmides

Les genes codant pour les protéines mZaclb et mZaatlété chacun clonés dans un
vecteur d’expression pcDNA3.1 (Invitrogen, Carlsb@#, USA). Les cellules 293 (ATCC,
Manassas, VA, USA) ou les MEFs ont été transfedid@® une nuit par lipofection, avec 3

Kg de plasmide pour 6 pl de Transfectine (Bio-Ralddratories, Hercules, CA, USA).
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Concernant les transfections au poly(l:C), lesubedl ont été transfectées durant 6
heures avec 3 pg de poly(l:C) pour 6 ul de Transfe¢Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA).

Immunoblot

Les cellules traitées dans des plaques 6 puitséténdécollées et récupérées dans leur
surnageant. Elles ont ensuite été centrifugéesgmridminutes a 1400 rpm. Le surnageant a
ete éliminé et les cellules ont été resuspendues #@0 pl de tampon RIPAX PBS, 1%
Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0,1% SDS, & &DTA, 1 mM PMSF, 100 uM
sodium orthovanadate, 5 pg/ml aprotinine, 5 pgkuabpéptine (Sigma, St Louis, Missouri,
USA), 40 pg/ml complete (Roche Diagnostics GmbHnMe&eim, Germany)

Les organes récupéres ont été lavés dans 3 ml 8ecB@enant 1 mM de PMSF, 100
UM de sodium orthovanadate, 5 pg/ml d’aprotining,gdml de leupeptine (Sigma, St Louis,
Missouri, USA), et 40 ug/ml de complete (Roche D@ggics GmbH, Mannheim, Germany)
et ensuite broyés a I'aide d’'un piston dans 1 ntedgpon RIPA.

Les lysats ont ensuite été incubés sur glace d@fat30 minutes et vortexés 2 a 3 fois
durant cette période. Ensuite, ils ont été cergéfua vitesse maximale durant 5 minutes a 4°

C. Les surnageants ont été récupérés et stocks® -

Le dosage des protéines a été réalisé selon leodeétte Lowry (Bio-Rad DC Protein
Assay, Hercules, CA, USA).

Les extraits protéiques totaux ont été utilisés. udtume de tampon de chargement
(0,125 M Tris pH 6,8, 5% SDS, 20% glycérol, 1@4mercaptoéthanol, 8% v/v bleu de
bromophénol 0,25%) a été ajouté au marqueur despuoméculaire (« Full-Range Rainbow
Molecular Weight Markers», Amersham Pharmacia RBioteBuckinghamshire, Grande-
Bretagne). Le gel était constitué d’'un gel de cotration a 4,5% (4,5% acrylamide, 0,12%
bis N,N’-méthyléne-bis-acrylamide, 0,125 M Tris @B, 0,2% dodecylsulfate de sodium
(SDS), HO, 6,25 mM EDTA pH 7,0, 0,2% TEMED, 0,12% d’ammanipersulfate) et d’'un
gel de séparation a 10% (10% acrylamide, 0,25%N0i$-méthyléne-bis-acrylamide, 375
mM Tris pH 8,8, 0,2% SDS, 4, 10% glycérol, 6 mM EDTA pH 7,0, 0,1% TEMED, 8,3%
APS). La migration a été réalisée sous un courarfmA par gel présent dans un tampon
TGS (Tris 50 mM, 0,384 M glycine, 3,5 mM SDS, 2 nedTA).
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Le gel a été pre-équilibré pendant 30 minutes dansmpon de transfert (25 mM Tris,
0,192 M Glycine, 20% méthanol). Le transfert destgines a ensuite été réalisé sur une
membrane en difluorure de polyvinyldiene (PVDF) (@nsham, Buckinghamshire, Grande-
Bretagne) préalablement délipidée au méthanol drétége dans de I'eau et equilibrée dans le

tampon de transfert. Le transfert a été réalisé sowcourant de 200 mA durant 2 heures.

Apres I'étape de transfert, la membrane a été ewans 25 ml de tampon de blocage
[1X TBS (2,42 g base Tris, 8 g NaCl a pH 7,6 poutitne), 0,1% Tween-20, 3,5% de lait en
poudré pendant une heure a température ambiante. La memka été lavée trois fois
pendant 10 minutes dans 15 ml de TBS-Tween. L'argi primaire anti-mZacfpolyclonal,
lapin (IgG), I'anticorps primaire anti-p5Bpolyclonal, lapin (IgG) ont été fournis par Santa-
Cruz (CA, USA), et l'anticorps primaire arfiractine [monoclonal, souris (IgM) par
Calbiochem (San Diego, CA, USA). lIs ont été resipement dilués au 1:200, 1:1000 et
1:4000 et incubés avec la membrane dans 4 ml deTW&®n durant toute la nuit a 4°C. La
membrane a été a nouveau lavée trois fois pen@amiriutes dans 15 ml de TBS-Tween. La
protéine A (Roche Diagnostics GmbH, Bale, Suisse)’anticorps secondaire anti-souris
conjugués a la HRP (DAKO A/S, Golstrup, Danemari)é&ié respectivement dilués a 1:5000
et 1:1000 et incubés avec la membrane dans 20 taingdgon de blocage (19 ml TBS-Tween
+ 1 ml de solution bloquante de lait) pendant 4Buteés sous agitation. La membrane a été a

nouveau lavée trois fois comme précédemment.

La membrane a été incubée sous agitation dans tie méactif chemiluminescent ECL
(Amersham, Buckinghamshire, Grande-Bretagne) pendanminute a température ambiante

puis a été révélée.

L'intensité des signaux a été estimée par densitiend@ l'aide du Quantity One
Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USAgxpression de I$-actine a servi de
contrble interne pour la normalisation. Les régsltsont exprimés en unités relatives se
rapportant aux cellules non traitées dont la vakeeété fixée a 1 et sont représentés sous la

forme de moyenng leur déviation standard.
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Extraction d’ARN et PCR quantitative en temps réel

Aprés traitement des cellules, les ARNs totaux ét& extraits a l'aide du kit
NucleoSpin® RNA Il (Macherey-Nagel, Diren, Allemajrselon le protocole préconisé par

le fabricant.

Préalablement a I'extraction d’ARN, les organesup&rés ont été incubés une nuit a
4°C dans du RNA later (Ambion, Austin, TX, USA)atsuite broyés dans le tampon de lyse
du kit NucleoSpin® RNA II (Macherey-Nagel, Duren lléfnagne) selon le protocole

préconisé par le fabricant.

L’ARN a ensuite été dosé par mesure de I'absorban2é0 nm. La synthese d’ADN
complémentaire a été effectuée a partir d'1 pg dNARtal grace au kit Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis (Roche Diagnostics GmbH, Mamm, Germany) en suivant le

protocole de base fourni par le fabricant.

Les primers utilisés dans les RT-PCR quantitatmaisété synthétisés par Eurogentec
(Liege, Belgique) et congus a l'aide du logicieinper express (Applied Biosystems, Foster
city, CA, USA). La séquence des primers était l@ante : Zaclb-F 5-tgagtgctgtgaatctggg-3
et Zaclb-R 5-ttatctaaatgcgtgatggaaa-3; GAPDH-Fagagggtggtggacctcat-3 et GAPDH-R
5-tgggatagggcctctcttgct-3. La réaction de PCR arédésée dans un volume final de 25 pl
contenant (1) jusqu'a 8,5 ul dB; (2) 12,5 pl de mix SybrGreen (Bio-Rad Laborig®r
Hercules, CA, USA) ; (3) 1 pl des primers forwatdr&verse adéquats de 3 uM ; (4) 2 pl
d’ADN complémentaire. Les PCRs et la quantificatamla fluorescence en temps réel ont
été réalisées dans un s Optical System Software (Bio-Rad Laboratoriestadies, CA,
USA). Apres un cycle initial de dénaturation a 95p€ndant 3 minutes, 40 cycles
d’amplification ont été initiés consistant en urénaturation de 20 secondes a 95°C suivie
d'une étape d’hybridation a 55°C pendant 10 secormded’'une étape d’élongation a 72°C
pendant 12 secondes. La comparaison des Ct (Qyashibld) a été utilisée pour quantifier

de facon relative I'expression des genes, en g@reggnt au gene invariant GAPDH.
ELISA

Les tests ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Ajsay été réalisés a l'aide de
kits commerciaux permettant le dosage de I'léFNet de I'IFN{3 dans les surnageants

cellulaires et les sérums (PBL InterferonSource¢c&away, NJ, USA).
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Test MTT

La viabilité des cellules a été déterminée par,8){dimethylthiahiazo(-z-y1)-3,5-di-
phenytetrazoliumromide (MTT) assay (Sigma-Aldri€h, Louis, MO, USA). Apres retrait du
milieu de culture, les cellules ont été lavées i8 fivec du DMEM sans rouge de phénol
(GIBCO BRL, Life Technologies Ltd., Paisley, Ecoss&pres lavage, elles ont été incubées
dans une solution de MT[D,5 mg/ml dans du DMEM sans rouge de phénol (GIEERL,

Life Technologies Ltd., Paisley, Ecossa)37°C durant 3 heures. Ensuite, les cellulegtint
lysées en rajoutant de I'isopropanol acide (0,04'MCI dans de l'isopropanol absolu) pour
dissoudre les cristaux de formazan. L’absorbanét anesurée par spectrophotométrie a une
longueur d’onde de 570 nm (avec une référence Aen6g.

Test de prolifération cellulaire

La proliferation cellulaire a été mesurée a l'aidain test d’incorporation au
bromodeoxyuridine (BrdU) (BD Biosciences, FranKlakes, NJ, USA). Brievement, 10 uM
de BrdU ont été rajoutés durant les 3 derniéresesede culture dans le milieu de culture
cellulaire. Les cellules ont été fixées, perméaéds et traitées a la DNAse afin d’exposer le
BrdU incorporé dans les cellules. Ensuite, lesutedl ont été resuspendues avec un anticorps
anti-BrdU FITC. L’ADN total a été coloré avec unggion de 7-amino-actinomycin D (7-
AAD). L’incorporation du BrdU a été mesurée par acgetrie en flux a laide d'un
FACScanto Il (Becton Dickinson, Franklin Lakes, N\BA).

Test d’apoptose

L’apoptose a été mesurée a l'aide d'un test au iPalndeoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling (TUNEL) (Roche Diagnosticemi@dd, Mannheim, Germany). Les
cellules ont été fixées, perméabilisées et marqa@eBUNEL. Les analyses ont été reéalisées
par cytométrie en flux a l'aide d’'un FACScanto Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA).

Mesure des titres viraux

Des souris C57BI/6 agées entre 7 et 12 semainesténinfectées, par injection
intrapéritonéale, a l'aide d’'une seringue montéaend’aiguille stérile de 27G, avec 100 pfu

d’EMCV. Apres 2 jours d’infection, les souris onééacrifiées par élongation cervicale. Les
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coeurs ont été récupérés et broyés dans 3 ml de [RBSroyats de coeurs ont ensuite été

congelés a -80°C, décongelés et clarifiés par ifegétion a 1400 rpm durant 10 minutes.

Les titres viraux présents dans les surnageartgdaiets ou les broyats de cceurs ont été
mesures par dilutions sériées dans des cellules (#arCC, Manassas, VA, USA) en plaques
96 puits afin de déterminer la dose infectieusel€hD50 (tissue culture infected dose at

50%) en utilisant la méthode de calcul de Reed-Mhuen
Analyses statistiques

Les données sont présentées sous forme de moydenedéviation standard (DS). Les
différences statistiques ont été déterminées dd'al’un test ANOVA suivi d'un test de
Fishets PLSD(Protected Least Significant Difference). Un testilcoxon a été utilisé pour
évaluer la différence de survie entre les sourisvages et déficientes pour Zacl apres
infection a 'TEMCV. Les différences ont été consils comme significatives lorsqu’elles

possédaient une valeur P inférieure a 0,05. Tdegsesxpériences ont été répétées 3 fois.
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RESULTATS
1. DETECTION DE LA PROTEINE ZAC1 DANS LES ORGANES M URINS

L’ARN messager de Zacl murin a été mis en évideniceipalement dans I'lhypophyse
mais aussi dans d’autres régions du cerveau etglarigues organes, tels que I'estomac, les
reins, les glandes surrénales, le cceur et les pmr®pengleet al, 1997). Par contre, la
protéine Zacl n’a jamais été détedtéeivo chez la souris. Notre premiere démarche a été de
déterminer par Western blot si la protéine Zacit gia@sente dans les différents organes

murins.

Les 2 variants de transcrits de Zacl, Zacla etlZawit une taille respective d’environ

76 et 79 kDa. Cependant, il a été rapporté quepcetines, de par leurs nombreuses
répétitions en acide glutamique (E), migraient lseap plus lentement sur gel Western blot
et apparaissaient a des tailles supérieures aR@@Huang et Stallcup, 2000 ; Varrasttal,
1998). N'ayant a cette étape ni de contrdle posiiifde contrdle négatif, et ne connaissant
donc pas exactement la taille des signaux atteeaiestern blot, nous avons cloné Zacla et
Zaclb et transfecté des cellules 293 avec les wectBexpression codant pour les 2 variants
de transcrit de Zacl. Les blots ont montré que ZatXZaclb apparaissaient respectivement a

un poids moléculaire d’environ 105 kDa et 125 kBayre 1A).

Comme le montre la Figure 1B, nous n'avons détiecfiotéine Zacl dans aucun des
organes testés a savoir le cceur, le foie, la legagins, les glandes surrénales, les poumons,
le thymus, I'estomac, le cerveau, les testiculesgius et les ovaires. Par contre, TARNm de
Zacl a été localisé par RT-PCR quantitative dams fes organes testés (résultats non

montres).
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Figure 1. Détection de la protéine Zacl dans legaoes murins. (A) Des cellules 293 ont été

transfectées durant 16 heures avec les vecteurpission codant pour Zacla et Zaclb. Les
extraits protéiques totaux ont été analysés partévieslot pour I'expression de Zacl. (B)
Les organes (cceur, foie, rate, reins, glandes sates, poumons, thymus, estomac, cerveau,
testicules, utérus et ovaires) ont été prélevés4sigouris C57BI/6 sauvages agées de 12
semaines (2 males et 2 femelles) préalablementfigasr par dislocation cervicale. Les
extraits protéigues totaux ont été analysés part@¥edlot pour I'expression de Zacl. &

actine nous a servi de contrdle interne.
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2. VOIE DE DEGRADATION DE LA PROTEINE ZAC1

Dans des conditions de croissance cellulaire of¢isnda protéine p53 possede un
temps de demi-vie trés court et est par conségegurimée a un taux trés faible dans les
différents tissus. La protéine Murine Double Min@&€MDM?2) joue un rdle prépondérant
dans la régulation de I'expression de p53, dunet pen bloquant son activité
transcriptionnelle et d’autre part, en induisanpddy-ubiquitination de p53 et sa dégradation
par le protéasome 26S (Chene, 2003 ; Hatpi, 1997 ; Kubbutaet al, 1997). Lorsque les
cellules sont soumises a un stress (dommages &\l Alnaux hyperprolifératifs, ...), p53 et
MDM2 subissent des modifications post-traductiolasel qui par divers mécanismes,
empéchent leur interaction et donc la dégradateopB. La forme stabilisée de p53 peut, dés
lors, induire soit I'arrét du cycle cellulaire anipt de transition G1/S, soit la mort cellulaire
par apoptose (Chene, 2003 ; Lietgal, 2002).

Comme les résultats précédents nous I'ont mordr@rdtéine Zacl n’est pas détectée
dans les organes ou I'on localise son ARNm. Touhroe la protéine p53, Zacl pourrait
posséder un temps de demi-vie trés court et daigefre exprimée tres faiblement dans les
différents tissus. Nous nous sommes donc intéregsépotentielles voies de dégradation de
la protéine Zacl. Nous avons choisi d'utiliser coenmodele cellulaire des fibroblastes
embryonnaires murins (MEFs) car il a été rappoue ces cellules exprimaient TARNmM de
Zacl a I'état basal (El Kharroubt al, 2001).

Il existe différents processus de dégradation detipes néoformées, tels que la voie
du protéasome, la voie du lysosome, ou encore i des calpaines (Adams, 200Bes
MEFs ont été traitées avec un inhibiteur commurtete 3 voies de dégradatipALLN (N-
acetylleucylleucylnorleucingl) deux inhibiteurs de la voie du protéasome (le @& &t la
lactacystine), deux inhibiteurs de la voie du lygsoe (la chloroquine et 'E64) et un
inhibiteur spécifique des calpaines (la calpeptib&gccumulation de la protéine Zaclb a été
observée dans les MEFs traitées avec des inhibitg@rla voie du protéasome, a savoir
'ALLN, le MG132 et la lactacystine (Figure 2A).

Afin d’étre certains que I'accumulation de Zaclisedyée aprés inhibition de la voie du
protéasome résultait bien d’'une régulation posttictionnelle, nous avons effectué des RT-
PCRs quantitatives pour Zaclb a partir d’extrait@RIN de MEFs traitées au MG132.

Etonnamment, le traitement au MG132 induisait égal® une augmentation de la quantité
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d’ARNm codant pour Zaclb, indiquant donc une réguta transcriptionnelle ou post-

transcriptionnelle (Figure 2B).

Le MG132, en inhibant la voie du protéasome, empéahdégradation de nombreux
facteurs pro-apoptotiques tels que p53 et indumtat cellulaire (MacLareret al, 2001 ;
Shinoharaet al, 1996). Nous nous sommes donc demandés si lomaitement au MG132,
Zaclb ne serait pas régulé transcriptionnellemest pn ou plusieurs facteurs pro-
apoptotiques stabilisés. Dans ce cas, Zaclb popaticiper a la mort cellulaire induite par
le MG132. Des tests de survie ont été effectuélesrMEFs Zact" et Zacl™ traitées au
MG132. Linactivation de Zacl n’avait pas d’impaignificatif sur la survie des cellules
traitées au MG132 (Figure 2C).
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Figure 2. Voie de dégradation de la protéine Zg&).Des MEFs ont été traitées durant 1, 3
et 6 heures a 'ALLN (100 pM), au MG132 (50 uM)Jaalactacystine (50 uM), a la
chloroquine (100 uM), a I'E64 (200 uM) ou a la capine (100 uM). Des MEFs non traitées
ont été utilisées comme contréle. Les extraitsgigoies totaux ont été analysés par Western
blot pour I'expression de Zacl et de p53. £actine nous a servi de contrdle interne. (*)
Significativement différent du contréle non traitB) Des MEFs WT ont été traitées durant 6
heures au MG132 (50 uM). L'expression de 'ARNmZdelb a été estimée par RT-PCR
guantitative. Les résultats sont exprimés en uniégtives se rapportant aux MEFs non
traitées dont la valeur a été fixée a 1 et sontrésentés sous la forme de moyeanieur
déviation standard. L’expression de GAPDH a sere dontréle interne pour la
normalisation. (C) Des MEFs Zatl et Zac?™ ont été traitées durant 6 heures au MG132
(50 uM). La viabilité des cellules a été détermirgsr test MTT. Les données sont
représentées sous la forme de moyesiteur déviation standard. Toutes les expériencds on

été répétées au minimum 3 fois.
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3. EXPRESSION DE LA PROTEINE ZAC1 SUITE A LINDUCTI ON DE
DOMMAGES A L'ADN

Zacl présentant des analogies fonctionnelles avptéine p53 (Spenglet al, 1997)
et cette derniere étant fortement exprimée suiketr@itements avec des agents induisant des
dommages a I'ADN tels que I18,, les irradiationst, la doxorubicine, les nutlines ou les
irradiations UV (Van Dyke, 2007), nous avons tdeteeffets de ces agents sur I'expression
de Zacl dans des MEFs.

EtonnammentH ,0,, les irradiationsy la doxorubicine, le nutline-3a, et les irradiaso
UV n’induisaient pas I'expression de la protéinecZalans les MEFs, alors que comme
attendu, ils induisaient 'accumulation de la pro¢ep53 (Figure 3). L'expression de TARNmM
de Zacl n’était également pas induite aprés traitéravec ces inducteurs de dommages a

’ADN (résultats non montrés).
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Figure 3. Expression de la protéine Zacl suiteiadliction de dommages a I’ADN. (A-B)
Des MEFs WT ont été traitées durant 6 heures (AJwant 1, 3, 6, et 12 heures (B) a 434
(200 uM), aux irradiationg#(10 Gy), a la doxorubicine (0,2 pg/ml), au nutide (5 uM) ou
aux irradiations UV (50 J/A). Des MEFs non traitées ont été utilisées comnmérdte. Les
extraits protéiques totaux ont été analysés part®vedlot pour I'expression de Zacl et p53.
La Bactine nous a servi de contréle interne. (*) Sigaitivement différent du contréle non

traité. Toutes les expériences ont été répétéesiamum 3 fois.
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4. INDUCTION VIRALE DE ZAC1B A TRAVERS UN MECANISME DEPENDANT
DU TLR3 ET D’IRF3

4.1. Expression de Zacl suite aux traitements agieers stimuli pro-inflammatoires

Nous avons déterminé si certains stimuli pro-infieaioires, pouvant agir comme de
puissants inducteurs de I'apoptose (Gruratetl, 2009 ; Maet al, 2007b ; Rath et Aggarwal,
1999 ; Salauret al, 2006 ; Taureet al, 2010), étaient capables de réguler I'expressi®n d
Zacl. Des MEFs ont été stimulées avec différegantis de TLR$§Pam3CSK4 (TLR1/2),
poly(I:C) (TLR3), LPS (TLR4), flagelline (TLR5), R® (TLR7/8), CpG (TLR9) et des
cytokines pro-inflammatoires (TN&; IL-13). Comme le montre la Figure 4, le poly(l:C),
ligand spécifigue au TLR3, induisait I'expressianld protéine Zacl. Nous avons également
étudié lI'expression de 'ARNm de Zacl apres tragamavec les divers stimuli pro-
inflammatoires. Tout comme observé pour la protedael, les stimuli pro-inflammatoires
testés, excepté le poly(l:C), n'induisaient pagpiession de ’TARNm de Zacl (résultats non

montres).
4.2. Régulation de I'expression de Zaclb aprésteaient au poly(l:C)

Afin de déterminer quel variant de transcrit de Zatait induit par le poly(l:C), nous
avons transfecté des MEFs avec des vecteurs d&siprecodant pour Zacla ou Zaclb. La
comparaison avec les 2 variants de Zacl exprimémagere exogeéne indiquait que le
poly(I:C) induisait majoritairement l'isoforme Zasldans les MEFs. Certains blots
montraient que la protéine Zacla serait aussidaibht induite apres traitement au poly(l:C).
Cependant, le variant de transcrit Zacla ne poes@aa de région distincte a Zaclb, il nous
était difficile d'étudier la régulation de son ARNpar RT-PCR quantitative. Nous nous
sommes donc principalement focalisés sur les mg&ees de régulation de I'expression de
Zaclb apreés traitement au poly(l:C). L'anticorp§-dacl reconnaissait également un signal
non spécifique d’approximativement 140 kDa que newspectons d’étre 'enzyme Myosin
light chain kinase (MYLK) de par son poids moléidaet sa séquence d’homologie avec

limmunogéne utilisé pour la production d’anticoqu#ti-Zacl (Figure 5A).

Le poly(l:C) induisait également une augmentatieralquantité d’ARNm codant pour
Zaclb. Afin de savoir s’il s’agissait d’'une augnein transcriptionnelle ou d’une

stabilisation de son ARNm, nous avons co-traitégedlsiles au poly(l:C) et a I'actinomycine
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D. L’actinomycine D est un agent intercalant deDW. En se fixant spécifiguement a
'ADN, elle inhibe fortement la synthese d’ARNm pkr polymérase. En sa présence, la
quantité d’ARNm codant pour mZacl restait inchangpees stimulation au poly(l:C). II

s’agissait donc d’'une régulation transcriptionndibeZaclb (Figure 5B).
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Figure 4. Expression de Zacl suite aux traitemewec divers stimuli pro-inflammatoires.
(A-B-C) Des MEFs ont été traitées durant 6 heufsdu durant 1, 3, 6, 8, 12 et 24 heures
(B-C) avec du Pam3CSK4 (@/ml, ligand des TLRs1/2), du poly(I:C) (26/ml, ligand du
TLR3), des LPS (106g/ml, ligand du TLR4), de la flagelline (1@/ml, ligand du TLR5), du
R848 (5ug/ml, ligand des TLRs7/8), des CpGu{@, ligand du TLR9), du TNE- (20 ng/ml)
ou de I'lL-13 (10 ng/ml). Des MEFs non traitées ont été utikséamme contrdle. Les extraits
protéiques totaux ont été analysés par Western gmar I'expression de Zacl. Lgactine
nous a servi de contréle interne. (*) Significativent différent du contréle non traité. Toutes

les expériences ont été répétées au minimum 3 fois.
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Figure 5. Régulation de I'expression de Zaclb apragement au poly(l:C). (A) Des MEFs
WT ont été transfectées durant 16 heures ave®dsws d’expression codant pour Zacla et
Zaclb. Pour comparaison, des MEFs Zatkt Zacl ont été traitées durant 6 heures au
poly(I:C) (20 pug/ml). Les extraits protéiques totaant été analysés par Western blot pour
'expression de Zacl. L#actine nous a servi de controle interne. (*) Siguaitivement
différent du contréle non trait¢?) Signal non spécifique a ZacB) Des MEFs WT ont été
traitées durant 6 heures au poly(l:C) (20 pg/mijea ou sans de lI'actinomycine D (1 pg/ml).
L’expression de 'TARNm de Zaclb a été estimée paP@R quantitative. Les résultats sont
exprimés en unités relatives se rapportant aux Midis traitées dont la valeur a été fixée a
1 et sont représentés sous la forme de moyeneer déviation standard. L’expression de
GAPDH a servi de contréle interne pour la normalisa. Toutes les expériences ont été

répétées au minimum 3 fois.
4.3. Expression de Zaclb dans des cellules primmadultes traitées au poly(l:C)

Nous avons ensuite déterminé si le poly(l:C) indiiiaussi I'expression de Zaclb dans
des cellules primaires adultes. Nous avons mont& des souris traitées par injection
intrapéritonéale avec du poly(l:C) exprimaient Zacdu niveau de leurs macrophages

péritonéaux (Figure 6).
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Figure 6. Expression de Zaclb dans des cellulengires adultes traitées au poly(I:C). Trois
souris C57BI/6 sauvages ont été traitées par imgedintrapéritonéale au poly(I:C) (200 ug).
Trois souris C57BI/6 sauvages traitées au PBS odtuéilisées comme contrble. Aprés 6
heures de traitement, les souris ont été sacrifislislocation cervicale et les macrophages
péritonéaux ont été récupérés par un lavage dut@ée. (A) L’expression de 'ARNmM de
Zaclb a été estimée par RT-PCR quantitative. Legltads sont exprimés en unités relatives
se rapportant aux macrophages péritonéaux des sdraitées au PBS dont la valeur a été
fixée a 1 et sont représentés sous la forme de mmeye leur déviation standard.
L'expression de GAPDH a servi de controle interio@ipla normalisation. (B) Les extraits
protéiques totaux ont été analysés par Western gmat I'expression de Zacl. Lgactine
nous a servi de contréle interne. (*) Significativent différent du contréle non traif€outes

les expériences ont été répétées au minimum 3 fois.
4.4. Voies de signalisation empruntées par le poy) pour induire I'expression de Zaclb

Le poly(l:C) est un double brin d’ARN synthétiquei @ctive spécifiquement le TLR3
lorsqu’il est déposé dans le milieu extracellulaifdexopoulouet al, 2001) et les RLHs
lorsqu’il est transfecté dans la cellule (Gitihal, 2006 ; Katoet al, 2006 ; Yoneyamat al,
2004). Afin d’examiner la voie empruntée par leyfloC) pour induire Zaclb, nous avons
traité des MEFs TLR% et TLR3" avec du poly(l:C), soit déposé dans le milieu dituce,
soit transfecté dans les cellules. Zaclb étaitimédans les MEFs TLR3 que le poly(l:C)
ait été déposé ou transfecté. Cependant, I'induat®s Zaclb par le poly(l:C) transfecté était
beaucoup plus faible que lorsqu’il était déposésdanmilieu. Zaclb était exprimé dans les
MEFs TLR3" transfectées au poly(I:C) mais pas dans les MBER3T sur lesquelles le

poly(l:C) avait été déposé (Figure 7). Ces réssiitadiquent que I'expression de Zaclb par le
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poly(I:C) serait dépendante du TLR3 mais que lesi®pourraient également contribuer a

cette induction.
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Figure 7. Réles du TLR3 et des RLHs dans l'indactle Zaclb par le poly(l:C). Des MEFs
TLR3™ et TLR3 ont été traitées au poly(1:C) (20 pg/ml) ou traewtbes au poly(1:C) durant
6 heures. (A) L'expression de 'ARNmM de Zaclb aesétiénée par RT-PCR quantitative. Les
résultats sont exprimés en unités relatives seaeppt aux MEFs non traitées dont la valeur
a été fixée a 1 et sont représentés sous la forenenodyennet leur déviation standard.
L'expression de GAPDH a servi de controle interio@impla normalisation. (B) Les extraits
protéiques totaux ont été analysés par Western gat I'expression de Zacl. Lgactine
nous a servi de contréle interne. (*) Significativent différent du contréle non traité. Toutes

les expériences ont été répétées au minimum 3 fois.

Nous avons ensuite étudié la contribution d'IRFERE7 et des IFNs de type | dans
I'expression de Zaclb par le poly(l:C). Tout comiee MEFs WT, les MEFs IRF7
exprimaient la protéine Zaclb aprés stimulationpaly(l:C). Par contre, I'expression de
Zaclb était fortement diminuée dans les MEFs IRfaitées au poly(l:C) (Figure 8A-B). Le
traitement de MEFs WT aux IFNs de type | (IBN\et IFN{3) n’induisait pas I'expression de
Zaclb (Figue 8C-D). L’expression de Zaclb seraitcddépendante d’IRF3, indépendante
d’'IRF7 et indépendante des IFNs de type I|. Inves#gmnous avons aussi testé I'effet de
Zaclb, induit par le poly(l:.C), sur la productiomsdIFNs de type | en comparant la
production de I''FNet et de I''FN{ par des MEFs Za&% et Zac? traitées au poly(l:C).
Comme le montre la Figure 8E-F, Zaclb n’influengais la production des IFNs de type |

induits par le poly(l:C).
57



RESULTATS

©)

“x

=

>

) S o
Nt N4 N
= 8 O~ 8 —~ by ~
S B o bl o bt o
£ 2 £ 2 & 2
T £ 5 z 5 Z
= & 7z & z &
Za
xo 150 K— | -
< Zacl —
Py § 102 K— - l«<——Zaclb
g2
c S . i
o= o~
g 2 9~ e -~ R *
3 = 2 = 8 N.Z 10 *
= s s & 4 g8
= = = =z 9
S ) s S S 5
Z. -5} z =] 59
SE 0
A \ =)
& o
N <
. 52K —
©) ©) @ix N
PO
2 S
o
]
N 150 K—
%’%‘ 2 Zacl “ [<— Zaclb
£2 102 K—
Z®©
L% 1 i
- o
o8 g2 10
HE g3
s co 5
= o 0
3 & & s 5% o
¢ =4
< éc\‘ S ‘Q$ 22
. B2K —
B (F
300 800
£ E 600
> 200 E
= = 400
® 100 iy
z Z 200
0 0
D —_~ A ~ D ~_~ \ —_~
E = E = £z B 3
S < £ 3 E§ s 5 =
Z ¥ Z A Z =¥ Z %]
N \ \ N
S & & &
49 4% 4 B%

Figure 8. Roles d'IRF3, d'IRF7 et des IFNs de typdans l'induction de Zaclb par le
poly(I:C). Des MEFs WT, IRF3et IRF7" ont été traitées durant 6 heures au poly(l:C) (20
pg/ml). Des MEFs WT ont été traitées durant 6 hea@arélFN-a et a I'lFN-£ (100 U/ml). (A-

C) L'expression de 'ARNm de Zaclb a été estim@eRFaPCR quantitative. Les résultats

sont exprimés en unités relatives se rapportant M&Es non traitées dont la valeur a été

fixée & 1 et sont représentés sous la forme de mmeye leur déviation standard.

L’expression de GAPDH a servi de contréle interoerda normalisation. (B-D) Les extraits

protéiques totaux ont été analysés par Western gmatr I'expression de Zacl. Lgactine
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nous a servi de contrdle interne. (*) Significativent différent du contréle non traité. (E-F)
Des MEFs ZacT" et Zacl™ ont été traitées durant 24 heures au poly(I:C) (2Pml). Les
concentrations (E) en IFM- et (F) en IFNS dans les surnageants cellulaires ont été
mesurées par test ELISA. Les données sont repéésenbus la forme de moyennadeur

déviation standard. Toutes les expériences ontégtétées au minimum 3 fois.
4.5. Expression de Zaclb suite a une infection éra

Les résultats précédents ont montré que I'expresd® Zaclb apres traitement au
poly(I:C) était régulée par le TLR3, potentiellerhgar les RLHs et par IRF3, qui sont des
activateurs centraux de l'immunité antivirale. Gasservations nous laissérent penser que
Zaclb pourrait étre impliqué dans la réponse amt®i Nous avons tout d’abord observé si

une infection virale était capable d’induire I'egpsion de Zaclb.

Il existe différentes familles de virus, classéers la nature de leur acide nucléique
(soit ADN, soit ARN, simple ou double brin), et gédant des méthodes de réplication qui
leur sont propres. Etant donné que le TLR3 et IeklRreconnaissent spécifiquement les
intermédiaires de réplication a ARNdb des virusRINA(Alexopoulouet al, 2001 ; Gitlinet
al., 2006 ; Katoet al, 2006 ; Yoneyamat al, 2004), nous avons infecté des MEFs avec 4
virus a ARN tels que le virus de 'EncéphalomyodarEMCV, Picornaviridae), le virus de
la Stomatite Vésiculeuse (VSV, Rhabdoviridae),itasrde Sendai (SeV, Paramyxoviridae) et
le Coxsackievirus CVB4 E2 (CVB4 E2, Picornavirida®es MEFs ont également été
infectées avec un virus a ADN, a savoir I'Herpesu¥iSimpex-1 (HSV-1, Herpesvirida&p
protéine Zaclb était exprimée uniqguement dans IEEdMnfectées a 'EMCV (Figure 9A).
Nous avons parallelement étudié I'expression deRRdn de Zacl dans les MEFs apres
infection a 'TEMCV, au VSV, au SeV, au CVB4E2 efldSV-1. Tout comme observé pour
la protéine Zacl, seule linfection a 'EMCV indait I'expression de 'ARNm de Zacl
(résultats non montrés). Des MEFs TUR®nt également été infectées & 'EMCV et
n'exprimaient pas la protéine Zaclb, indiquant tjuneluction de Zaclb apres infection a
TEMCYV était dépendante de la voie du TLR3 (Figa&).

59



RESULTATS

()
2 N <&

Q
¢ &
o <& & ¢ &

Virus (M.O.1.)

- 01 1 - 01 1 - 01 1 - . - .
150 K— [ 4| B
Zacl =B & -" =v YT s |l«——7acib
102 K— | L_ - .

* 15 15 15 15
* 10 10 10 10
5 5 5 5
0 0 0 0

o~

o 9

[

Sz 15

L ©

2@ 10

s 0

22
B-actine 52K _|ﬁ l‘.i |d |ﬁ |-d
(B) Q:;" "

AN <

EMCV (M.O.l) - 01 1 - 01 1

150 K—
Zacl Zaclb
102 K—

a1
N
x

Induction de Zacl
(Unités relatives)
| o o

B-actine

Figure 9. Expression de Zaclb suite a une infectioale. (A) Des MEFs WT ont été

infectées durant 6 heures a 'EMCV, au VSV, au 8eMCVB4 E2 ou a 'HSV-D,1 ou 1

Multiplicity Of Infection (M.O.l.J. Les extraits protéiques totaux ont été analyséd/festern

blot pour I'expression de Zacl. L&actine nous a servi de controle interne. (B) DeSHg

TLR3™ et TLR3 ont été infectées & 'EMCV durant 6 heures. Lésa@g protéiques totaux

ont été analysés par Western blot pour I'expresslenZacl. LaBactine nous a servi de

contrdle interne. (*) Significativement différent dontréle non traité. Toutes les expériences

ont été repéetées au minimum 3 fois.
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4.6. Effets de I'expression de Zaclb sur la surdcellules infectées a 'TEMCV

Zacl ayant été décrit comme un facteur pro-apapteti (Spengleret al, 1997 ;
Varraultet al, 1998), nous avons déterminé si 'expression delEZgouvait avoir un impact
sur la survie des cellules infectées a 'TEMCV. ltests de survie ont montré que les MEFs
ZacI” étaient faiblement mais significativement moins siigles & la mort induite par
I'EMCV que les MEFs ZacT" (Figure 10A). Cependant, cette augmentation deiteie des
MEFs Zac?™ ne correspondait ni & une augmentation de leuif¢gnation cellulaire, ni & une

diminution de leur taux d’apoptose (Figure 10B-C).

Des tests de survie ont été également effectuédesuMEFs Zacl" et Zac? infectées
avec d’autres virus (VSV, SeV, HSV-1 ou CVB4 E2) waitées avec des inducteurs de
dommages a I'ADN (kD, ou doxorubicine). Pour toutes ces conditions, tdes de survie
similaires ont été observés entre les MEFs Zaet Zac1", indiquant que 'augmentation du
taux de survie des MEFs zZachpres infection & TEMCYV serait spécifique a laesgpression
de Zaclb (Figure 11).
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Figure 10. Effets de I'expression de Zaclb surdevie de cellules infectées a 'EMCV. (A)
Des MEFs Zac1' et Zac1 ont été infectées & 'TEMCV durant 12 heures. labiité des
cellules a été déterminée par test MTT. Les donsées représentées sous la forme de
moyenne+ leur déviation standard. (B-C) Des MEFs ZHtlet Zacl™ ont été infectées
durant 6 heures a 'TEMCV (0,1 M.O.1.). (B) La piféliation cellulaire a été déterminée par
un test d’'incorporation au BrdU combiné a une calasn de '’ADN total avec une solution
de 7-AAD. Cette double coloration a permis, d'umetpde mettre en évidence les cellules
synthétisant activement de 'ADN (incorporation BiwlU) et, d’autre part, de distinguer les
cellules en phase de réplication S et en phase GHRlitese (coloration au 7AAD).(C)
L’'apoptose a été déterminée par un test TUNEL.dogmées sont représentées sous la forme

de moyennet leur déviation standard. Toutes les expériencastnrépetées au minimum 3
fois.
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Figure 11. Effets de l'invalidation de Zaclb surdarvie de cellules infectées au VSV, au
SeV, au CVB4 E2 ou & I'HSV-1 ou traitées &0Hou & la doxorubicine. Des MEFs Zdt1

et Zacl™ ont été infectées durant 24 heures (A) au VSVaBSeV, ou (C) au CVB4 E2 (0,1
ou 1 M.O.l.), ou (D) infectées durant 12 heuresHSV-1 (0,1 ou 1 M.O.l.), ou traitées
durant 24 heures (E) a I'®, (200 ou 1000 uM) ou (F) a la doxorubicine (0,2 oug/ml).

La viabilité des cellules a été déterminée par M$T. Les données sont représentées sous la
forme de moyenng leur déviation standard. Toutes les expériencels &é@ répétées au

minimum 3 fois.
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4.7. Effets de I'expression de Zaclb sur la réptioa virale dans des cellules infectées a
TEMCV

Nous nous sommes demandés si I'expression de Zsmiait avoir un impact sur la
réplication virale dans les cellules infecteesEMCV. Nous avons par conséquent mesure les
titres viraux dans les surnageants de MEFs Zaet Zacl™ infectées 24 heures & 'EMCV

(0,1 et 1 M.O.L.). La progénie virale était simikidans les MEFs Zat1 et Zac1™ (Figure
12).
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Figure 12. Effets de I'expression de Zaclb suialication virale dans des cellules infectées
a 'lEMCV. Des MEFs Zact" et Zac? ont été infectées durant 24 heures & FEMCV (0,1 e
M.O.l.). Les titres viraux ont été déterminés pasttde dilutions sériées. Les données sont
représentées sous la forme de moyetreur déviation standard. Cette expérience a éte

répétée plus de 3 fois.

4.8. Effets de I'expression de Zaclb sur la prodan des IFNs de type | dans des cellules
infectées a lTEMCV

Nous avons aussi testé 'effet de Zaclb induitliEvCV sur la production des IFNs
de type I, en comparant la production de I'lENet de I''FN dans des MEFs Zat1 et
ZacI” infectées a 'lEMCV. Comme le montre la Figure Zaclb n’influencait pas la
production des IFNs de type | induits par 'TEMCV.
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Figure 13. Effets de I'expression de Zaclb sur dadpction des IFNs de type | dans des
cellules infectées & 'TEMCV. (A-B) Des MEFs ZAckt Zacl™ ont été infectées durant 24
heures a 'TEMCV (0,1 et 1 M.O.1.). Les concentrasidA) en IFNg et (B) en IFNB dans les
surnageants cellulaires ont été mesurés par te$BELLes données sont représentées sous la
forme de moyenng leur déviation standard. Toutes les expériencels &éé@ répétées au

minimum 3 fois.
4 .9. Effets de I'inactivation de Zacl dans des si@linfectées a 'lEMCV

Zacl étant un géne soumis a I'empreinte génomigsesouris hétérozygotes ZACH"
héritent d’'un alléle maternel qui n’exprime pas Zat sont donc déficientes pour ce gene
(Varraultet al, 2006). En accord avec ces données (Varetudtl, 2006), nous avons aussi
observé que 'TARNm de Zacl n’était pas exprimé des®rganes de souris Za6*F tels que
le foie ou les poumons (Figure 14). Dans le cadrealte étude, les individus hétérozygotes

ZacI"™ ont donc été considérés comme des mutants complets

Afin d'observer les effets de I'inactivation du @HAacl sur la survie des souris, nous
avons infecté des souris Zac¢let Zac1™* & ITEMCV. Comme le montre la Figure 15A-C,
les souris Zac1P ne montraient pas de différence significative aweau de leur taux de

survie suite a une infection a TEMCV. De pluspl@duction des IFNs de type | et la quantité
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de titres viraux mesurés au niveau du cceur étaienitaires chez les souris Zdt1 et
Zacl"™infectées & 'TEMCV (Figure 15D-F).
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Figure 14. Détection de TARNm de Zac1lb dans lempes de souris ZatT?. (A) Le foie et
(B) les poumons ont été prélevés sur des sourisBIEB7Zacl’", ZacT™ ou Zacl**,
préalablement sacrifiées par dislocation cervicdléexpression de 'ARNm de Zaclb a été
estimée par RT-PCR quantitative. Les résultats sexprimés en unités relatives se
rapportant a la quantité d’ARNm Zaclb présent démgjane de la souris sauvage dont la

valeur a été fixée a 1. L'expression de GAPDH avisele contrble interne pour la
normalisation.
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Figure 15. (A-B-C) Des souris Zaél et Zacl™ ont été infectées par injection
intrapéritonéale avec (A) 10, (B) 100 ou (C) 100&gpe-forming units (pfu) ’EMCV et ont
été suivies toutes les 12 heures afin de déterniénertaux de survie (n=8/groupe). Un test

général de Wilcoxon a été utilisé pour évalueriféédence de survie entre les souris Zat1

et Zac1™. De comparables résultats ont été obtenus dangé@riences indépendantes. (D-

E) Des souris Zact" et Zac1 ™ ont été infectées par injection intrapéritonéaleatd pfu

d’EMCV (n=6/groupe). Les sérums ont été récoltéea® heures d’infection sur les souris

préalablement sacrifiées par dislocation cervicdles concentrations (D) en IFN-et (E) en

IFN-B dans les sérums ont été mesurés par test ELISMd$ souris ZactT et ZacT ™ ont

été infectées par injection intrapéritonéale avel® Jpfu d’'EMCV (n=4/groupe). Aprés 2

jours d’infection, les titres viraux en EMCV prétedans le coeur des souris infectées ont été

déterminés par test de dilutions sériées.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Malgré les diverses fonctions potentielles attrdsi@ Zacl, les mécanismes régulant
son expression physiologique, ainsi que sa fondbiofogique exacte restent méconnus. La
protéine Zacl est rarement exprimée dans les t@susellules ou I'on retrouve son ARN
messager. De plus, aucun modele cellulaire danseldg protéine Zacl est exprimée de
maniére endogene n’'avait été établi et correctencardctérisé avant que ne débute la

présente étude.

N’ayant au départ aucun contrdle, positif ou négatur nous aider a identifier la
protéine Zacl, nous avons cloné les 2 variantsatesdrits de Zacl murin, Zacla et Zaclb,
dans des vecteurs d’expression que nous avonséstitiour transfecter des cellules 293. En
Western blot, les signaux respectifs a Zacla ellZapparaissaient a un poids moléculaire
d’environ 105 kDa et 125 kDa, alors que leursdaikttendues étaient d’environ 76 kDa et 79
kDa. Les protéines Zacla et Zaclb migreraient lgloiement que prévu sur gel Western blot
car elles possédent de nombreuses répétitionsida glutamique (E) (Huang et Stallcup,
2000 ; Varraultet al, 1998). Nous avons également cloné Zacl humais n@is n'avons
pas trouve d’'anticorps capable de le détecter. Mwoas donc décidé de débuter notre étude
chez la souris. La protéine murine Zacl n’ayantgan@té mise en évidenae vivo, nous

I'avons recherchée, dans un premier temps, danséried’organes murins sans succes.

Dans des conditions de croissance cellulaire of¢isnda protéine p53 possede un
temps de demi-vie trés court et est par conségegurimée a un taux trés faible dans les
différents tissus. MDM2 joue un réle prépondéraamsila régulation de I'expression de p53,
d’'une part en bloquant son activité transcriptidlenet d’autre part, en induisant sa poly-
ubiquitination et sa dégradation par le protéas@eé® (Chene, 2003 ; Haupt al, 1997 ;
Kubbutatet al, 1997). Lorsque les cellules sont soumises a n@ssi{dommages a I’ADN,
signaux hyperprolifératifs, ...), p53 et MDM2 subissedes modifications post-
traductionnelles, qui par divers mécanismes, eng@dbur interaction et donc la dégradation
de p53. La forme stabilisée de p53 peut, dés Indujire soit I'arrét du cycle cellulaire au
point de transition G1/S, soit la mort cellulait@ gpoptose (Chene, 2003 ; Liegal, 2002).
Par analogie a p53, Zacl pourrait posséder un te@pgiemi-vie tres court et de ce fait, étre
indétectable dans les organes ou I'on localiseA®NmM. Nous nous sommes alors intéressés

aux potentielles voies de dégradation de la pret&acl. Nous avons choisi d’utiliser comme
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modele cellulaire des MEFs car il a eté décrit g cellules exprimaient TARNmM de Zacl a
'état basal (EI Kharroubet al, 2001). La protéine Zaclb s’accumulait dans desF$1E
traitées avec des inhibiteurs de la voie du prot@as suggérant que tout comme p53, Zaclb
serait dégradée par la voie du protéasome. Ceperaddte accumulation de Zaclb résultait
non pas d’'un mécanisme post-traductionnel maiphliin mécanisme transcriptionnel ou
post-transcriptionnel. L'inhibition de la voie duopéasome empéche la dégradation de
nombreux facteurs pro-apoptotiques tels que pH3deit la mort cellulaire (MacLareat al,
2001 ; Shinoharat al, 1996). Zaclb pourrait donc étre régulé transompiellement par un
ou plusieurs facteurs pro-apoptotiques stabili€gspendant son inactivation n’'avait pas
d'impact significatif sur I'apoptose induite par MG132. L'inhibition de la voie du
protéasome induit I'accumulation de nombreuses épres (Adams, 2003). Il serait
intéressant d’observer si certains mécanismes g@logsjues faisant suite & une accumulation
importante de protéines dans la cellule, tels gustress du réticulum endoplasmique @fu

al., 2005), seraient capables d’induire I'expressierZdcl.

Zacl possede la particularité avec p53, de poundirire par des voies différentes et
indépendantes, l'arrét du cycle cellulaire ou I'plmse (Spengleet al, 1997). Cependant,
cette fonction n’a jamais pu étre démontrée en itiond physiologiques. p53 est
principalement exprimé suite a des dommages a I'ABISl que ceux causés pai ,0,, les
irradiationsy, la doxorubicine, les nutlines et les irradiatidi® (Van Dyke, 2007)Nous
avons testé l'effet de ces stimuli sur I'expressienZacl dans des MEFs. Contrairement a
p53, la protéine Zacl n'était exprimée dans auade® conditions testées. Malgré leurs
similitudes de fonction, ces résultats indiquent @iacl serait donc régulé differemment de
p53.

Certains stimuli pro-inflammatoires peuvent agimeee de puissants inducteurs de
'apoptose (Maet al, 2007b ; Rath et Aggarwal, 1999 ; Salatnal, 2006 ; Taureet al,
2010). Nous nous sommes demandés si le GNFH-1[3, et les ligands de TLRs, de
puissants stimuli pro-inflammatoires, pouvaientutég I'expression de Zacl. Les cytokines
pro-inflammatoires n'ont pas eu d’effet sur l'indion de Zacl. Parmi les ligands de TLRs
testés, le poly(l:C), ligand spécifique au TLRZi€tapable d'induire I'expression de Zacl
dans les MEFs. Il existe deux variants murins delZZacla et Zaclb, issus de I'épissage
alternatif (Huang et Stallcup, 2000). Le traitement poly(l:C) induisait majoritairement

'expression de l'isoforme Zaclb et ce, en le ragtilau niveau transcriptionnel. La protéine
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Zacla semblait également étre faiblement induitesapraitement au poly(l:C). Cependant, le
variant de transcrit Zacla ne possédant pas derréligtincte a Zaclb, il nous était difficile
d’étudier la régulation de son ARNm par RT-PCR ditiative. C’'est pourquoi nous avons
décidé de nous focaliser principalement sur lesamémes de régulation de I'expression de

Zaclb apres traitement au poly(l:C).

Les MEFs sont des cellules embryonnaires, ce quvaib limiter I'interprétation des
résultats obtenus dans ces cellules. Nous nous esmpar conséquent intéressés a
'expression de Zaclb dans des cellules primade#ies. Le traitement de souris au poly(l:C)
par injection intrapéritonéale induisait 'expresside Zaclb au niveau de leurs macrophages
péritonéaux. Nous avons donc, pour la premiéere fois en évidence la protéine Zaclb

murinein vivo.

Nous nous sommes ensuite penchés sur les mécarmisgusnt I'expression de Zaclb
apres traitement au poly(I:C). Le poly(l:C) estdouble brin d’ARN synthétique qui active le
TLR3 lorsqu’il est reconnu dans les vésicules eodwdes et les récepteurs cytosoliques
RLHSs lorsqu’il est détecté dans le cytoplasme (Afmulouet al, 2001 ; Gitlinet al, 2006 ;
Kato et al, 2006 ; Yoneyamat al, 2004). Le poly(l:C) induisait I'expression de Zacselon
une voie dépendante du TLR3. Cependant, les RLHsrguient, de maniere plus faible,
également contribuer a cette induction. La recasaaice du poly(l:C) par le TLR3 ou les
RLHs conduit a I'activation d'IRF3 et d'IRF7 et a production d’'IFNs de type | (O'Ne#t
al., 2003 ; Yamamotcet al, 2004 ; Yoneyamaet al, 1998). Nous avons montré que
'expression de Zaclb apres traitement au poly(E@jt dépendante d'IRF3, indépendante
d’'IRF7 et indépendante des IFNs de type |. Inveesgi’expression de Zaclb n’influencait
pas la production des IFNs de type | induits pgodg/(I:C). Ces observations nous laissent
penser qu’lRF3, en tant que facteur de transcnpfourrait directement réguler I'expression
de Zaclb au niveau transcriptionnel. Le logicieh@ueatix a défini 3 promoteurs putatifs de
Zacl, localisés respectivement a cheval sur laorégh amont du start de transcription et de
'exon 1, dans l'intron 3, et a cheval sur lintrdnet I'exon 5. Chacun des 3 promoteurs
putatifs contiendrait un site potentiel de fixatigtF (scores respectifs de 0.81, 0.69 et 0.86).
En perspective, il serait intéressant d’étudiefidation éventuelle d'IRF3 au promoteur de
Zacl.

Le TLR3 et les RLHs sont des activateurs centragiX’ichmunité antivirale et sont
activés par des intermédiaires de réplication a dRNes virus a ARN (Alexopouloet al,
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2001 ; Gitlinet al, 2006 ; Katoet al, 2006 ; Yoneyamat al, 2004). Nous avons donc testé
si une réelle infection virale pouvait réguler fegssion de Zaclb. Des MEFs ont été
infectées avec différents virus a ARN tels que IEWI (Picornaviridae), le VSV
(Rhabdoviridae), le SeV (Paramyxoviridae) et le @R (Picornaviridae) mais aussi avec le
virus a ADN, HSV-1 (Herpesviridae). Seule l'infeati par 'TEMCV induisait I'expression de
la protéine Zaclb. Nous nous sommes alors intesreggla spécificité d’'induction de Zaclb
par TEMCV, en comparaison aux autres virus teddésn que des études aient montré que le
TLR3 pouvait étre impliqué dans la réponse au HSZHanget al, 2007), ce virus a ADN
n'est pas spécifique a la voie du TLR3 et des RLU#sCVB4 E2 est un virus humain et se
réplique trés peu dans les MEFs (résultats non m@hntll n’est donc pas étonnant que ces 2
virus n’induisent par I'expression de Zaclb. Ilt& éécrit que le VSV et le SeV seraient
reconnus préférentiellement par le RLH RIG-1 algue 'TEMCV, en tant que Picornaviridae,
activerait plus spécifiquement le RLH MDAS5 (Gitlet al, 2006 ; Katoet al, 2005 ; Katoet
al., 2006 ; Saito et Gale, 2008). L'induction de ZagHo 'EMCV pourrait étre dépendante
de MDAD5, ce qui expliquerait pourquoi cette pro&imiest pas exprimée aprés infection au
VSV et au SeV. Cependant, nous avons observé tuidttion de Zaclb aprés infection a
FTEMCV était principalement dépendante du TLR3, dant cette hypothése peu probable.
Les virus ont développé de nombreuses stratégieshpoquer I'une ou l'autre des étapes de
'action des IFNs de type I. Les principaux mécargs utilisés sont I'inhibition de la
production des IFNs de type | et de leur voie d@alisation, ainsi que l'inhibition des voies
antivirales qu’ils activent (Barber, 2001). Le V&YVIle SeV bloquent la production des IFNs
de type | dans les MEFs, selon un mécanisme noni €ato et al, 2006). Comme d’autres
virus, le VSV et le SeV pourraient empécher la patidn en IFNs de type | en inhibant
l'activité d'IRF3 (Basleret al, 2003 ; Cardenast al, 2006), ce qui expliquerait pourquoi ils
seraient incapables d’'induire I'expression de Za¢1BMCV, au contraire, induit une forte
activité d'IRF3 (Katoet al, 2006) et vraisemblablement selon cette voiepiession de
Zaclb.

Enfin, nous avons tenté de définir la fonction ptisdle de Zaclb au cours d'une
infection par FTEMCV. Zacl étant décrit comme umwtiaur pro-apoptotique (Spengler al,
1997 ; Varrauliet al, 1998), nous avons investigué si I'expression a@elh apres infection a
I'EMCV pouvait avoir un impact sur la survie dedlales infectées. Les MEFs ZatEtaient
faiblement mais significativement moins sensiblas tes MEFs Zacl a la mort cellulaire

induite par I'EMCV. Cependant, nous n’avons pas tpouver d’explication a cette
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observation. L'augmentation de la survie des MEREIZ ne correspondait ni & une
augmentation de leur prolifération cellulaire, nirge diminution de leur taux d’apoptose. De
plus, Zacl n’affectait pas la réplication virale lat production en IFNs de type | aprés
infection & TEMCV. Les MEFs Za¢linfectées avec d'autres virus (VSV, SeV, CVB4 E2 et
HSV-1) et traitées avec des inducteurs de dommagesDN (H,0, et doxorubicine) ne
présentaient pas un taux de survie plus élevéapamort aux MEFs ZaéZ. La différence de
survie observée entre les MEFs ZAtkt Zacl™ était donc bien spécifique a l'infection a
'EMCV et non due, de maniére générale, a une tasie accrue des MEFs Z&ca la mort
cellulaire. En perspective, nous effectuerons ucreairray afin de comparer le transcriptome
de MEFs ZacT' et de MEFs Zacl infectées & 'EMCV. Connaitre les génes régulés pa

Zacl pourrait nous aider a caractériser I'impacsate expression lors d’une infection virale.

Le virus de 'EMCV infecte préférentiellemennt vivo les cardiomyocytes et entraine
leur nécrose. Les lésions du myocarde finissent@aser la mort de I'animal infecté (Katb
al.,, 2006). Cependant, la mort des cellules infectidellite notamment par p53, est connue
également pour limiter la réplication et la dissé@ation virale, rendant I'héte plus résistant a
I'infection (Portaet al, 2005 ; Takaokat al, 2003). Nous nous sommes demandés quel effet
l'inactivation du géne Zacl pourrait avoir sur lavse de souris infectées a 'lEMCV. Zacl
étant un géne soumis a I'empreinte génomique, desiss hétérozygotes Zatt™ héritent
d’un allele maternel qui n’exprime pas Zacl et sioric déficientes pour ce gene (Varraatlt
al., 2006).

En accord avec ces données (Varrailtal, 2006), nous avons aussi observé que
I'ARNm de Zacl n’était pas exprimé dans les orgatesouris ZaciP® Les souris Zacl
étant impossibles & générer en nombre suffisans awons utilisé des souris Z&EE" pour
étudier I'inactivation du gene Zacl. Aucune diffée significative entre les taux de survie, la
production des IFNs de type | et la réplicatioralérn’a été observée chez les souris Zacl
et ZaclP™ aprés infection & 'EMCV. Malgré les effets obsgssin vitro de Zac1 sur la survie
des cellules infectées a 'TEMCV, son rdtevivo suite a une infection virale reste indéterminé.

Nous avons réfléchi a plusieurs hypotheses capabepliquer pourquoi un effet de
Zacl dans la réponse antivirale s’observait unicgrénn vitro. Premierement, il se pourrait
gue le role de Zacl apreés infection soit telleniaitile qu’il ne permette pas d’influencer des
mécanismes tels que la survie de I'héte, la réptinavirale ou la production en IFNs de type
|. Deuxiemement, la différence biologique entre d@sdiomyocytes chez la souris et les
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MEFs en culture pourrait expliquer qu'aucun effet dacl n’ait été observin vivo.
Troisiemement, I'alléle maternel du gene Zacl paititre réactivé & un moment donné chez
les souris Zac1P® selon un mécanisme non défini. Cependant, noussawndecté & 'EMCV
les quelques souris Zatlgue nous avons réussi & générer. Le taux de stevies souris
restait identique au taux de survie des souris Za@®sultats non montrés). Quatriémement,
I'inactivation du gene Zacl chez la souris Zacl pa@rrait étre compensée par I'activation
d’autres génes. En effet, étonnamment, les sourkc€acl KO survivants a la naissance,
d'une part arrivent a I'age adulte tout a fait nalement en rattrapant leur retard de
croissance (Varraulet al, 2006) et d’autre part, ne développent pas de uwsnalors que
Zacl est connu comme géne candidat suppresseumeeits (Spenglest al, 1997 ; Varrault

et al, 1998 ; Varraulet al, 2006). Suite a cette quatrieme hypothése, noossadlaboré une
souris KO ou l'inactivation du géne Zacl peut édduite a I'age adulte. Ce systeme utilise
une recombinase appelée Cre-ER. Cette recombigaste de la fusion de la recombinase
originelle Cre au domaine de fixation du ligand mgcepteur de I'cestrogene humain. La
fixation du tamoxifene induit I'activation de lac@nbinase et I'excision d’'un segment
d’ADN situé entre deux séquences cibles loxP (Bobed al, 1997). Dans notre systeme, le
principal exon codant du gene Zacl est encadré deax sites loxP. L’activation
« tamoxiféene-dépendante » de la recombinase CreafieRit I'excision au niveau des
séquences loxP de lI'exon codant pour Zacl et Kiwaiton irréversible de notre géne.
L'utilisation de cette souris transgénique nous npatrait, d’'une part de travailler
préférentiellement sur des individus homozygotes!'atutre part, d’observer les effets de

I'inactivation de Zac1l sur un individu adulte.

En conclusion, ce travail a montré que les stiroagiables d’induire p53 n’induisent pas
'expression de la protéine Zacl suggérant quedéeme Zacl est régulée differemment de
p53. La derniére partie de notre recherche a migwihence, pour la premiéere fois, une
condition physiologique dans laquelle la protéirecZ est exprimée. En effet, le poly(l:C)
induit I'expression de I'isoforme Zaclb a traversraécanisme transcriptionnel dépendant du
TLR3 et d'IRF3. Zaclb est également exprimé apréesction au virus de 'lEMCV selon une
voie dépendante du TLR3. Malgré ses effets observéstro sur la survie des cellules
infectées a 'EMCV, Zaclb ne semblerait pas avemplct sur I'infection viralen vivo. Sa

fonction biologique exacte reste encore a €lucider.
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