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Résumé

B. abortus est une bactérie intracellulaire facultative qui se réplique dans un compartiment dérivé
du réticulum endoplasmique. Le mémoire est baseé sur I” hypothése qu’ une colonisation du RE
pourrait induire un stress de I’ organite conduisant al’ activation de I’ UPR (Unfolded Protein
Response). Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire ont montré que, parmi divers
marqueurs de I’ UPR testés dans |es macrophages RAW264.7 exposes a B. abortus, CHOP10 est
le seul marqueur dont |’ abondance augmente en réponse al’infection. L’ induction de I’ expression
de ce facteur de transcription semble donc indépendante de laréponse UPR. De plus, il a été
montré que CHOP10 est également et initialement exprimé dans des cellules qui ne contiennent
pas labactérie (N. Lebailly, Mémoire 2011).

Ce mémoire a permis d’ apporter des résultats expérimentaux qui suggerent que I’induction de
CHOP10 dans les macrophages RAW264.7 exposés a B. abortus est causée par un mécanisme de
communication intercellulaire, dans lequel, la bactérie induirait la production de médiateurs
solubles par les cellules infectées susceptibles d’ induire I’ expression de CHOP10 dans les cellules.
Nous avonsidentifieI’lL-1a., I'IL-6, I'lFNa et I'FN comme des candidats potentiellement
intéressants pour assurer cette communication moléculaire soluble. De plus, nos résultats
suggérent que, dans les conditions expérimental es étudiées, I'induction de |’ expression de
CHOP10 nécessite des bactéries vivantes et semble dépendre du systeme de secrétion de type 4 de
la bactérie. Enfin, nous avons montré que I’ induction de CHOP10 en réponse al’ exposition ala
bactérie n’ est pas une réponse specifique aux macrophages RAW?264.7 puisqu’ elle est aussi
observée dans des cellules MEFs (Mouse Embryonic Fibroblasts).
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Introduction

|. Brucella

1.1. La brucellose

La brucellose est une zoonose, c’est-a-dire une maladie susceptible d’étre transmise de
I’animal & I’lhomme. Avec, selon I’Organisation Mondiale de la Santé, plus de 500000 cas
déclarés chaque année, la brucellose est la zoonose la plus répandue dans le monde®. Elle est
causée par les bactéries du genre Brucella, un coccobacille gram négatif. C’est David Bruce,
un médecin de I’armée britannique qui isola pour la premiére fois I’agent responsable de la
maladie chez des soldats britanniques atteints d’une maladie encore inconnue alors appelée
Fievre de Malte.

La maladie touche principalement les bovins, caprins et ovins, mais les différentes especes de
Brucella sont capables d’infecter la majorité des mammiféres, qu’ils soient de laboratoire,
domestique ou sauvage. Au sein du genre Brucella, 4 espéces sont pathogenes pour I’homme,
il s’agit de B. abortus, B. melitensis, B. suis et plus rarement, B. canis". Dans le cadre de ce
mémoire nous avons centre nos recherches sur B. abortus.

La bactérie peut se transmettre a I’homme soit de maniere directe lors de contacts étroits avec
des tissus infectés comme lors d’une mise bas d’un feetus infecté ou de maniére indirecte suite
a la consommation de produits laitiers non pasteurisés dérivés d’un animal infecté”. En effet,
la bactérie est capable d’envahir I’organisme via les voies orale et respiratoire sous forme
d’aérosols, mais aussi de traverser les muqueuses. La transmission d’homme a homme est
cependant un phénoméne trés rare?. L’homme est donc un hote accidentel de la bactérie
puisqu’il ne permet pas, ou tres rarement, la propagation de I’infection.

Les manifestations cliniques de la maladie sont dependantes de I’hote infecté. Chez les hotes
naturels, I’infection va engendrer une maladie chronique caractérisée par des avortements et
des stérilités causés par le tropisme de la bactérie pour les cellules du trophoblaste et du
tractus génital®. Chez I’homme, Brucella est responsable d’une maladie caractérisée des
symptomes similaires a ceux d’une grippe c’est-a-dire une fiévre ondulante, un malaise
général, une transpiration excessive, etc. L’ensemble de ces symptomes assez communs rend
son diagnostic difficile. Si elle n’est pas traitée a I’aide d’antibiotiques adéquats, souvent une
combinaison de plusieurs antibiotiques a base de doxycycline et de rifampine, la maladie peut
évoluer vers des localisations osseuse, articulaire voir cerébrale et un état débilitant
caractérisé de « patraquerie » brucellique®.

Etant donné le faible taux de transmission de la maladie entre des individus humains, la
prévention de la brucellose chez I’homme dépend de I’éradication de la maladie chez les
animaux hotes. Si des vaccins prophylactiques existent pour le bétail, un tel type de vaccin
n’est pas encore disponible pour I’homme. Ces vaccins sont fabriqués a partir de souches
vaccinales vivantes atténuées mais qui sont tout de méme capables de provoquer des
avortements chez les animaux gestants’. De plus, I’éradication de la maladie n’est
envisageable que si la vaccination est associée a des mesures sanitaires strictes. En effet, un
des seuls moyens de contenir I’infection de maniére efficace lorsqu’un animal est infecté est
I’éradication du cheptel, ce qui évidemment représente un colt économique énorme. Pour
éviter la transmission de la bactérie, de I’animal infecté a I’homme, le traitement des produits
laitiers est primordial.
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Figure 1.1. Incidence mondiale de la Brucellose.

Les régions les plus touchées sont I’Amérique centrale, le bassin méditerranéen, le Moyen Orient et
I Asie orientale (Pappas et al, 2006Y).



Differentes caractéristiques de I’infection par Brucella spp., telles que son mode de
transmission par aérosols, I’induction d’une maladie chronique difficile a diagnostiquer et
nécessitant un traitement antibiotique lourd, sont responsables du classement de Brucella dans
la catégorie des pathogénes potentiellement utilisables comme arme biologique. Cependant, le
développement de traitements efficaces, le faible taux de mortalité généré et surtout
I’apparition d’armes biologiques bien plus meurtriéres ont fait de Brucella une arme désuéte’.
Si la maladie est actuellement éradiquée en Belgique depuis le début des annees 2000
(Agence Fédérale pour la Sécurité de la Chaine Alimentaire), elle reste un probleme
économique majeur dans les pays en voie de développement ou les programmes de
vaccinations et le traitement des produits laitiers ne sont pas systématiques’ (Figure 1.1.). De
plus, la mobilité croissante des personnes pourrait étre responsable de la réapparition de la
maladie dans les pays industrialises, ce qui justifie la poursuite de I’étude des mécanismes
moléculaires régissant I’infection afin de pouvoir proposer de nouvelles cibles thérapeutiques
ou de développer des souches vaccinales plus performantes.

1.2. Brucella abortus

Brucella abortus est une bactérie gram négative intracellulaire facultative. In vitro, elle est
capable d’infecter tous les types cellulaires testes en infections expérimentales, que ce soit des
phagocytes professionnels tels que des macrophages et des cellules dendritiques ou des
phagocytes non professionnels tels que les fibroblastes, les cellules épithéliales ou les
trophoblastes. Cependant, in vivo, lors d’une infection naturelle de chevres et de bétail, les
bactéries sont retrouvées au niveau du systéme reproducteur, des mamelles, des ganglions
!%/mphatiques supra-mammaires, dans les trophoblastes, les neutrophiles et les macrophages®

Les cellules épithéliales les plus pertinentes a étudier sont les trophoblastes, or la majorité des
études in vitro réalisées sur des cellules épithéliales utilisent les cellules HelLa
physiologiquement éloignées des cellules épithéliales cibles.

Dans le cadre de ce mémoire, nous étudierons donc le processus d’infection au sein de
cellules phagocytaires. Il serait bien sur plus pertinent biologiquement de travailler sur des
cellules non immortalisées, c’est-a-dire des lignées primaires et ce, puisque I’immortalisation
va modifier des processus physiologiques au sein de la cellule. Cependant, I’utilisation
quotidienne des lignées primaires pour les expériences de routine étant tres contraignante,
nous avons choisi de travailler sur des macrophages immortalisés tout en gardant a I’esprit,
gu’a plus long terme, il serait intéressant/necessaire de confirmer les résultats clés sur des
macrophages primaires. Nous avons choisi de travailler avec la lignée RAW264.7, une lignée
de macrophages murins immortalisés & I’aide du virus de Abelson™ car elle est trés
couramment utilisée et permet donc une comparaison plus aisée de nos résultats avec la
litterature. De plus ces cellules sont trés pratiques car facilement amplifiables, supportant les
transfections d’ARN et sensibles a I’interférence ARN.

Une infection est toujours le résultat d’interactions entre 1’hote et le pathogéne. L’ importance
de ces interactions est accrue lorsqu’il s’agit d’une infection chronique comme c’est le cas
pour Brucella spp. Tout au long de cette introduction, nous allons analyser les différentes
étapes d’une infection par Brucella en tentant de mettre en évidence les acteurs moléculaires
bactériens et cellulaires qui régissent ces interactions, ainsi que les adaptations mises en place
par la bactérie pour résister aux moyens de défense développés par I’hote.

1.3. Etapes d’une infection par Brucella abortus

1.3.1. Internalisation de la bactérie
Une fois a l’intérieur de son hote, Brucella est internalisée par un processus
d’endocytose®. Il existe deux modes d’entrée différents distingués sur base du fait que la
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Figure 1.2. Mode d’entrée d’une bactérie
opsonisée.

Le processus d’opsonisation consiste en un
marquage des pathogénes par les anticorps
et/ou le peptide C3b provenant de la cascade
d’activation du complément. Ces éléments vont
faciliter la phagocytose et la destruction du
pathogéne par I’intermédiaire des récepteurs
aux fragments constant des anticorps et du
récepteur CR1.

http://faculty.ccbcmd.edu/courses/biol41/lecgu
phagosome | qo/ nit4/innate/antibody/u3fg18b.html Visité

‘_ le 14 novembre 2011

/BOITE 1 \

BvrR/BvrS, un systeme a deux composantes impliqué dans I’internalisation de Brucella

Fc
phagocyte receptor

Un systeme a deux composants est comme son nom I’indique composé de deux protéines
agissant de concert. 1l s’agit d’un senseur a activité histidine kinase, ici BvrS et d’un effecteur
possédant un aspartate conserve et pouvant se lier a I’ADN et ainsi moduler I’expression de
différents génes cibles, ici BvrR.

BvrS est une protéine transmembranaire située au niveau de la membrane plasmique. Elle
comprend différents domaines : a I’extrémité N-terminale se trouve un domaine senseur situé
dans le peériplasme. Celui-ci est suivi d’un domaine transmembranaire. Au niveau du
cytoplasme, on trouve un domaine de dimérisation contenant une histidine conservée. Enfin, a
I'extrémité C-terminale, un domaine kinase capable de lier et d’hydrolyser I’ATP afin de
phosphoryler I’histidine conservée est présent’. BvrR, la protéine effectrice du systéme est
composée d’un domaine transactivateur et d’un domaine de liaison a I’ADN. Elle possede un
aspartate conservé qui, une fois phosphorylé, va activer la protéine®. La perception d’un
stimulus par le domaine senseur de BvrS va induire une autophosphorylation de I’histidine
conservée. BvrS va ensuite transférer ce phosphate sur I’aspartate du BvrR et permettre son
activation. BvrR une fois active modulera I’expression de nombreux génes cibles (Figure 1.3.).
Une étude comparative a haut débit des transcriptomes de bactéries sauvages et de bactéries
mutées pour BvrR a permis d’identifier 127 génes régules, directement ou indirectement, par ce
systéeme a deux composantes. L’analyse de ces différents genes a montré que BvrR/BvrS est
impliqué dans la régulation de la composition de I’enveloppe externe de la bactérie, du
métabolisme du carbone et de I’azote® (Figure 1.4.). 1l semble donc que ce systéme soit
impliqué dans le «switch » métabolique observé lors du passage d’un environnement
extracellulaire & un environnement intracellulaire et donc, de maniere plus générale, dans la
Qirulence de Brucella®. )
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Figure 1.3. Fonctionnement d’un systeme a deux composantes.

Lorsqu’un stimulus est percu par le domaine senseur de I’histidine kinase, le domaine kinase de celle-
ci va permettre le transfert d’un phosphate de I’ATP a I’histidine conservée située dans son domaine
de dimérisation, puis son transfert sur I’aspartate conservé du régulateur de réponse. Une fois
phosphorylé ce-dernier va acquérir son activité de régulateur transcriptionnel (West and Stock, 2001°).
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Figure 1.4. Geénes régulés par le systeme a deux composantes BvrR/BvrS

Les génes régulés négativement par le systéme a deux composantes sont indiqués en bleu et ceux qui
sont régulés positivement indiqués en rouge. Les génes notés d’un astérisque sont des genes qui ont
été montrés précédemment comme étant impliqués dans la virulence de Brucella (Viadas et al.,

2010°).



bactérie est reconnue ou non par le systeme immunitaire. En effet, les bactéries opsonisées
vont entrer par I’intermédiaire de I’interaction qui existe, respectivement, entre les opsonines
(complement et/ou anticorps) et leur récepteur (CR1 (Complement receptor-1) et FCcR (Fc
Receptor)) (Figure 1.2.), alors que les bactéries non opsonisees vont penétrer dans la cellule
hote par une interaction entre différentes adhésines et leurs récepteurs situés au niveau des
radeaux lipidiques®®. Ceci est trés important car il semble que le mode d’entrée utilisé par la
bactérie influence son destin une fois a I’intérieur de la cellule hote. Il a été montré que dans
les phagocytes professionnels, les bactéries internalisées via les récepteurs immunologiques
ont une plus grande probabilité d’étre détruites que les bactéries non opsonisées™™°. Le trafic
intracellulaire de la bactérie semble donc étre dependant du mode d’entrée de cette derniere
au sein de ses cellules hotes'®. Etant donné que la majorité des bactéries qui vont étre capables
de se répliquer in fine entrent par une voie dépendante des récepteurs situes au niveau des
radeaux lipidiques, nous allons uniquement détailler ce mode d’entree.

L’internalisation est un processus qui débute par une interaction entre des composants
membranaires bactériens et cellulaires. Bien que les mécanismes régissant I’internalisation
des bactéries non opsonisées ne soient pas encore completement élucidés, différents
composants tant bactériens qu’eucaryotes nécessaires a ce mode d’internalisation ont été
identifiés. Du cOté bactérien, il a été montré chez B. suis que la chaine O du LPS
(lipopolysaccharide) est nécessaire & I’internalisation par les radeaux lipidiques'?. De méme,
difféerents composants des radeaux lipidiques de la cellule hoéte sont nécessaires a
I’internalisation de Brucella. C’est le cas par exemple du cholestérol, du ganglioside GM1 et
de protéines a ancres GPI (glycosylphosphatidylinostiol). En effet, suite a un traitement des
cellules avec différentes drogues/molécules telles que la B-méthylcyclodextrine qui extrait le
cholestérol des membranes, la filipine ou la nystatine, qui se lie au cholestérol, la toxine du
choléra, qui lie les gangliosides et enfin, la PI-PLC (phosphatidylinositol phospholipase C)
connue pour extraire les protéines ancrées par une ancre GPI de la membrane, I’internalisation
de Brucella est uniquement due & I’opsonisation des bactéries®”.

Un recepteur « scavenger » de type A retrouvé au niveau des radeaux lipidiques, a également
été montré comme étant nécessaire a I’internalisation de Brucella®.

Une fois la premiere interaction réalisée, différentes modifications sont engendrées dans la
cellule héte. Bien qu’aucune modification de la morphologie globale du cytosquelette ne soit
observée, il semble que la dynamique des microfilaments d’actine et des microtubules soit
nécessaire a I’internalisation de la bactérie’®®. En effet, il semble que différentes petites
GTPases impliquées dans la dynamique du cytosquelette comme RhoA, Racl (Ras-related C3
botulinum toxin substrate -1) et Cdc42 (Cell-division cycle-42) sont nécessaires a
I’internalisation de la bactérie via les radeaux lipidiques. D’une part, il a été montré que
Cdc42 est activée suite a I’interaction entre la bactérie et la cellule hote?. D’autre part, un
traitement au TcdB-1470, un inhibiteur des GTPases RhoA et Racl, inhibe I’internalisation de
la bactérie?®. L’implication de ces protéines dans I’internalisation d’autres bactéries
intracellulaires telles que Shigella, a également déja été montrée’. Ce phénoméne semble étre
dépendant du systéeme a deux composantes BvrR/BvrS puisque les mutants pour ce systeme
sont incapables d’activer la petite GTPase®. Pour plus d’informations sur ce systéme a deux
composantes, voir la Boite 1.

1.3.2. Trafic intracellulaire

Lors d’une infection expérimentale in vitro, on remarque que seulement 15 a 30 % des
cellules contiennent la bactérie & un temps de 48 h post-infection (P1)*. Cette observation
peut étre expliquée par différentes hypothéses. Premiérement, les cellules ne sont peut-étre
pas toutes infectées au départ. Deuxiemement, si un plus grand nombre de cellules était
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infecté initialement, seule une faible proportion des bactéries sont capables de survivre au sein
de la cellule une fois internalisées.

Une fois internalisée, Brucella est contenue dans un phagosome modifié appelé BCV
(Brucella containing vacuole). Des études de microscopie en immunofluorescence et de
microscopie électronique ont montre que la BCV interagit avec les constituants précoces de la
voie endosomale et acquiere par la suite, jusqu’a 12 h PI, LAMP-1 (Lysosomal-associated
membrane protein 1), un marqueur des composants tardifs de cette méme voie®*®. Au sein de
phagocytes professionnels, la majorité des bactéries internalisées va étre détruite au cours des
4 & 8 premiéres heures d’infection**?*?. La BCV, d’une petite proportion de bactéries, va
ensuite étre capable d’interagir avec les sites de sortie du réticulum endoplasmique (RE)
(ERES - endoplasmic reticulum exit sites) et ainsi permettre sa fusion avec le RE puis
I"établissement d’une niche réplicative?*?. En effet, des études ont montré que la BCV va
acquerir la calnexine, un marqueur du RE, a 4 h post-infection (37 % des BCV sont positives
pour la calnexine) et la quantité de BCV positives va augmenter au cours du temps (66 % a 12
h Pl et 91 % a 24 h P1). Des résultats comparables ont été obtenus pour d’autres marqueurs du
RE tels que Sec61p et la calreticuline?®. On va alors observer, simultanément, une exclusion
progressive du marqueur lysosomal LAMP-1%'. L’interprétation de la localisation transitoire
du marqueur d’endosomes tardifs au niveau des BCVs est controversée. Deux modeles ont été
proposeés pour tenter de I’expliquer.

Un premier modéle proposé par Pizzaro-Cerda en 2000 suggérait que la bactérie interagit
uniquement avec les endosomes précoces et se ségrége rapidement de la voie endosomale afin
d’éviter la fusion avec les lysosomes®. Ce modeéle est basé d’une part sur des observations en
microscopie a fluorescence suggérant que LAMP-1 est le seul marqueur lysosomal retrouvé
au niveau de la BCV. En effet, differentes expériences n’ont pas pu mettre en évidence des
marqueurs solubles de lysosomes pré-chargés™® ou d’enzymes luminales telles que la
cathepsine D****?°. De méme, des observations en microscopie électronique n’ont pas pu
montrer de fusion des BCV avec des lysosomes pré-chargés en albumine sérique bovine
marqués a I’aide de particules d’or®. Le modeéle proposait donc une ségrégation rapide de la
BCV de la voie endosomale afin d’éviter la fusion avec le lysosome. Les auteurs ont donc
proposé une hypothése pour expliquer la présence de LAMP-1 au niveau de la BCV et ont
suggeré que le marqueur se retrouverait au niveau de la BCV « par erreur ». En effet, en
analysant le trafic de ce marqueur, il semble qu’une partie de celui-ci est d’abord envoyé a la
membrane plasmique avant de rejoindre le lysosome .

En 2008, Starr et collaborateurs ont proposé un second modele. En effet, un des arguments sur
lequel s’appuyait le modele précédent etait I’absence de marqueurs d’endosomes tardifs
autres que LAMP-1 dans la BCV. Une étude visant a étudier la vacuole contenant Salmonella
a montré que I’absence de détection d’antigénes solubles tels que les marqueurs de pre-charge
des lysosomes en microscopie a fluorescence ou en microscopie électronique pouvait étre due
au traitement de fixation et de perméabilisation que subissent les cellules pour I’analyse
(disparition de plus de 90 % du signal)®. Des études plus récentes en microscopie confocale &
haute résolution sur cellules vivantes ont donc été réalisées afin d’éviter ce phénomene
artéfactuel cause par le traitement infligé aux cellules lors de la préparation de I’échantillon.
Dans ces conditions, les auteurs ont pu mettre en évidence différentes observations qui
suggerent une fusion transitoire avec le lysosome.

Premierement, ils ont mis en évidence la présence d’autres marqueurs lysosomaux au niveau
de la vacuole, telles que Rab7, RILP (Rab-interacting lysosomal protein) ou encore des
marqueurs pre-chargés dans la lumiere lysosomale. Deuxiemement, des tests de quenching de
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virB, un systéme de sécrétion de type 4 primordial pour le trafic intracellulaire de la
bactérie

Il existe differents systemes de secrétion. Le systeme de sécrétion de type 4 (T4SS) est un
complexe multi protéique qui se trouve au niveau de I’enveloppe de bactéries gram positives
ou négatives’ (Figure 1.5.). Il existe 3 sous-classes de T4SS. Premiérement, les T4SS
permettant le transfert d’ADN d’un cytoplasme d’une bactérie a celui d’une autre. Ce
phénoméne s’appelle la conjugaison et permet le transfert horizontal de génes afin de
permettre une adaptation rapide de la population bactérienne aux changements
environnementaux. Ce genre de T4SS est, par exemple, retrouvé chez H. pylori’.
Deuxiemement, il existe des T4SS qui permettent le transfert d’ADN du milieu extracellulaire
dans le cytoplasme de la bactérie et inversément. Ce phénomeéne s’appelle la transformation et
est aussi responsable d’un transfert de matériel génétique horizontal. Cette deuxiéme sous
classe n’est actuellement retrouvée que chez deux genres de bactéries : H. pylori pour la prise
de matériel et N. gonorrhoeae pour le relargage de matériel®. Et enfin, troisiémement, le T4SS
permettant d’introduire des effecteurs de nature protéique, nucléique ou nucléoprotéique,
directement dans le cytoplasme de la cellule hote®”.

Le T4SS de Brucella a été découvert en 1999 chez B. suis®. Il fait partie de la troisiémement
catégorie de T4SS. Ces systemes sont communément retrouvés chez les bactéries pathogénes
comme par exemple chez Agrobacterium et Legionella®. 1ls sont essentiels pour la virulence de
ces bactéries, c’est pourquoi ils font I’objet de nombreuses études en tant que cibles
thérapeutiques”.

Le complexe protéique est formé de plus de 10 protéines (virBl1 - virB12) qui vont
s’assembler en un complexe transmembranaire. Le plus étudié étant le T4SS du pathogéne de
plante Agrobacterium tumefaciens'®. Nous allons détailler la structure du T4SS de cet
organisme (Figures 1.6. et 1.7.). Les différentes protéines de ce complexe peuvent étre
réparties en 3 classes: les proteines formant le cceur du complexe, c’est-a-dire le tunnel
transmembranaire proprement dit, les protéines formant le pilus, c’est-a-dire le tunnel
extracellulaire et, enfin, les protéines genérant I’énergie nécessaire au passage des effecteurs a

Qavers ces tunnels (Figures 1.6. et 1.7.). /




Translocation unit

Translocation unit
om [ 0NONON M

periplasm Vir complex Rv3877

ABC trapsporters ClpB ATPase

ATPase

Rv3871 Rv3868

cytoplasm

Type! Typell TypeV Type lil Type IV TypeVi Type Vil

Figure 1.5. Différents systemes de sécrétion bactériens.

Il existe 7 types de systemes de sécrétion bactériens. Ces systémes permettent soit la translocation
d’effecteurs dans le milieu extracellulaire (types I, I et V) ou directement dans le cytoplasme d’une
autre cellule (I11, 1V et VI). Le systéme de sécrétion de type VII est exprimé chez les mycobactéries
qui possédent une membrane de structure particuliere appelée mycomembrane. Brucella posséde un
systéme de sécrétion de type 4, capable d’introduire des effecteurs dans le cytoplasme de la cellule
infectée. Abréviations HM : membrane de I’h6te, OM : membrane externe, IN : membrane interne,
MM : mycomembrane, OMP : protéine de la membrane externe, MFP: protéine de fusion
membranaire. Les boftes jaune représentent les ATPases et les chaperonnes (Tseng et al., 2009?).
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Figure 1.6. Différents composants du systéme de sécrétion de type 4 d’Agobacterium
tumefaciens.

Le systéme de sécrétion d’A. tumefaciens est composé de 12 protéines virB1-11 et virD4 qui peuvent
étre classées en 3 catégories selon la fonction remplie par la protéine dans le complexe. Il s’agit des
protéines formant les cceur du complexe, c’est-a-dire le tunnel transmembranaire proprement dit, des
protéines formant le pilus et enfin des protéines fournissant I’énergie nécessaire au transport de
matériel protéique ou nucléique & travers le systéme (Alvarez-Martinez and Christie, 2009°).



TN

i il
b \ E‘? 1
| 'é'a
B10 ”

)
)

B3

B4 Bi

B8

I

!

Figure 1.7. Structure du systéme de sécrétion de type
4 d’Agrobacterium tumefaciens.

Une fois le systéme assemblé, il traverse les deux
membranes des bactéries gram négatives. Trois protéines
sont retrouvées en 14 exemplaires, il s’agit de VirB6,
VirB7 et VirB9. Elles vont former une structure
cylindrigue de 18,5 nm de diamétre permettant le
passage des substrats. Le trajet emprunté par ces
substrats est indiqué par la fleche rouge (Alvarez-
Martinez and Chrisite, 2009%).



fluorescence ont permis de mettre en évidence une activité proteolytique a I’intérieur de la
BCV, semblable & celle retrouvée dans la lumiére lysosomale®.

De plus, ces auteurs ont montre I’importance du phénomene d’acidification de la BCV dans le
controle de son trafic intracellulaire. En effet, il semble que lorsque I’acidification de la BCV
est perturbée, comme par exemple lors d’un traitement a la bafilomycine, un inhibiteur de la
H*-ATPase vacuolaire, le trafic du compartiment et donc la réplication de la bactérie sont
perturbés®. Au cours du trafic de la BCV, son pH va diminuer pour atteindre un pH minimum
de 4 & 5 pH correspondant & celui de la lumiére du lysosome?3#3*  Cette acidification
progressive est necessaire a I’induction de I’opéron virB codant pour les protéines formant un
systéme de sécrétion de type 4 (T4SS) requis pour la fusion de la BCV avec le RE****** (Pour
plus d’informations sur le T4SS de Brucella, voir la Boite 2). Vu les nouvelles informations
apportées par cette étude, il est possible que les fusions transitoires avec les composants
tardifs de la voie endosomale contribuent a cette acidification.

Un troisieme modeéle basé sur I’autophagie a également été proposé par Pizzaro-Cerda et al.
en 1998%°, mais il semble maintenant réfuté. Ce modéle reposait sur des observations en
microscopie a fluorescence. En effet, les auteurs avaient mis en évidence une co-localisation
rapide de la bactérie (2 h PI) avec un composé autofluorescent, la MDC
(MonoDansylCadaverine), une molécule qui s’accumule spécifiguement dans les
compartiments autophagiques et acides®. Cependant, ces observations n’ont pu étre
confirmées lors d’une étude ultérieure®, ce qui a eu pour conséquence de limiter I’intérét
porté a ce modele. Une étude réalisée en URPhyM, un laboratoire avec qui nous collaborons,
semble confirmer une absence d’implication de I’autophagie dans le processus d’infection par
Brucella en cellules MEFs (Mouse Embryonic Fibroblasts) (E. Goffin, Mémoire 2012).

En conclusion, voici le modele actuellement accepté pour décrire le trafic intracellulaire de
Brucella. Une fois internalisée, la bactérie va transiter a I’intérieur de la BCV. Au cours des
premiéres minutes suivant son entrée, la BCV va acquérir difféerents marqueurs des
endosomes précoces tels que Rab5, EEA-1 (Early Endosome Antigen-1), ce qui suggeére que
la BCV interagit avec ces compartiments®*®. Ensuite, jusqu’a 6 h PI, la BCV va
progressivement perdre les marqueurs d’endosomes précoces et acquérir des marqueurs
d’endosomes tardifs tels que LAMP-1, CD63 et Rab7*2. De nouveau et d’un point de vue
dynamique, la BCV va progressivement exclure les marqueurs lysosomaux pour acquérir les
marqueurs du RE tels que la calnexine, la calréticuline et Sec61p%*. A 12 h PI, on observe des
composants tardifs de la voie endosomale a proximité de la niche de réplication contenant la
bactérie, cependant cette derniere reste négative pour les marqueurs des lysosomes. Cela
suggere qu’une fois que la bactérie a atteint sa niche de replication, la BCV n’est plus
fusogénique, ce qui protégerait la bactérie de la dégradation par le lysosome®. L’interaction
avec les ERES permettant la fusion avec le RE dépend du systeme de sécrétion de type 4
virB, qui sera induit en réponse aux changements environnementaux associés a
I’internalisation tels que I’acidification du milieu®. Les interactions avec les endosomes
tardifs ainsi que le lysosome semblent contribuer a I’acidification dynamique de la BCV et
donc & la maturation requise pour atteindre la niche réplicative®.

1.3.3. Niche de réplication

Comme mentionné au paragraphe précédent, le compartiment contenant les bactéries
va s’acidifier et donc permettre I’induction de I’expression de I’opéron virB®* par
I’intermédiaire du facteur de transcription IHF (integration host factor)*’. Une fois induit, cet
opéron va permettre I’assemblage du T4SS au niveau de I’enveloppe bactérienne. Une fois le
T4SS fonctionnel, il va permettre la translocation d’effecteurs nécessaires pour détourner le
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Figure 1.8. Processus de formation des vésicules COPII au niveau des ERES.

Secl2, une GEF (guanine exchange factor) membranaire, est responsable de I’activation de Sarl, une
petite GTPase. Cette activation est médiée par le transfert d’un GTP a la place du GDP. Le transfert du
GTP va permettre I’insertion de Sarl en membrane. Une fois en membrane, Sarl va recruter I’hétéro-
dimére Sec23/24 via une interaction avec Sec23, ce qui va induire la courbure de la membrane. Sec 23
est une GAP (GTPase activating protein) qui va stimuler/augmenter I’activité GTPase intrinséque de
Sarl, tandis que Sec24 est une protéine adaptatrice permettant le recrutement de protéines cargo.
Ensuite, le complexe Sar-GTP/Sec23/24 pourra recruter I’hétéro-tétramére Sec13/31 pour former la
couche la plus externe du manteau. Une fois ce complexe formé, la membrane du RE va s’invaginer et
former une vésicule. Le démantelement du manteau COPII résulte de I’hydrolyse du GTP porté par
Sarl 1(len GDP. Cette réaction est catalysée par I’activité GAP de Sec23 (Mancias and Goldberg,
2005™).



trafic de la BCV vers la niche réplicative. Il est commun pour un pathogéne de perturber la
composition du compartiment le contentant afin de se générer une niche réplicative non
fusogénique lui fournissant une protection contre une dégradation par le lysosome®.
Récemment, une caractérisation proteique de la niche réplicative de Brucella a montré la
présence de Rab2 et GAPDH, deux protéines impliquées dans le trafic rétrograde entre
I’ERGIC (Endoplasmic Reticulum-Golgi Intermediate Compartment) et le RE.* Il semble
que le trafic existant entre le Golgi et le RE soit bénéfique a I’établissement de la niche de
réplication ainsi qu’a la réplication de la bactérie. Une hypothese proposee par les auteurs
serait qu’une replication intensive nécessite un apport de membrane pour élargir le
compartiment®. Une étude menée au laboratoire (URBM) suggére que RicA, le premier
effecteur de Brucella pour lequel une fonction a été proposée, pourrait étre impliqué dans le
recrutement de Rab2 au niveau de la BCV. En effet, le mutant délété de RicA ne recrute plus
Rab? et présente une cinétique de trafic altérée®.

Il a été montre par des études en microscopie a fluorescence que la BCV interagit avec le RE
au niveau de sites spécialisés dans I’export de protéines appelés ERES. En effet, la BCV co-
localise avec p58, un récepteur cargo situé spécifiquement au niveau des ERES®.

Il semble que I’ouverture du RE permettant la fusion de la BCV avec celui-ci soit dépendante
de Sarl, une petite GTPase impliquée dans la formation du manteau COPII (coat protein 2)
(Figure 1.8.). En effet, dans des cellules HeLa qui surexpriment un dominant négatif de cette
protéine, on observe une absence de réplication de la bactérie. %’

1.4. Adaptations a I’infection chronique

Une infection par un pathogéne intracellulaire va induire de profonds bouleversements de la
physiologie de sa cellule hote. En effet, entre les moyens mis en ceuvre pas la cellule pour
tenter de la détruire et les mécanismes développés par la bactérie pour survivre et se répliquer
dans cet environnement hostile, de nombreuses fonctions cellulaires sont affectées. Une étude
transcriptomique a haut débit a montré que dans des macrophages RAW?264.7 exposés a B.
abortus, a 4 h PI, I’expression de plus de 140 genes (sur 6600 analysés) était modulée
positivement ou négativement™, ce qui traduit bien I’ampleur des modifications
physiologiques que fait subir Brucella a la cellule hote eucaryote. Parmi ces genes on retrouve
par exemple des génes associés a I’apoptose, des genes encodant des cytokines ou encore des
genes associés a la mitochondrie.

Une infection chronique nécessite un état d’équilibre entre les moyens de défense mis en
place par I’héte et les mécanismes développés par la bactérie pour y échapper. Au cours de ce
chapitre, nous allons decrire le type de réponse immunitaire developpée par les mammiferes
pour contréler une infection par un pathogéne intracellulaire. Ensuite, nous passerons en
revue une serie d’adaptations mises en place par Brucella pour éviter ces moyens de défense
et verrons également en quoi il est important pour la bactérie de modérer sa virulence dans
son propre intérét.

1.4.1. Défenses mises en place par I’h6te contre I’invasion de pathogenes

intracellulaires

La réponse immunitaire développée par un organisme infecté peut étre subdivisee en
deux categories : la réponse immunitaire innée, qui est une réponse générique de I’hote a un
pathogene et la réponse immunitaire adaptative, une réponse spécifique développée contre un
pathogene rencontré auparavant. Cette classification est plus historique que physiologique
puisqu’il est maintenant bien établi que ces deux types de réponses agissent de concert****,
Le développement d’une réponse immunitaire adaptative prenant environ 5 a 7 jours, la
réponse immunitaire innée est donc la premiére ligne de défense mise en place par
I’organisme™.
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Cette réponse repose sur la reconnaissance de PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) par différents PRRs (pattern recognition receptors). Il existe des PRRs solubles et
d’autres exprimés a la surface des cellules. La reconnaissance d’un PAMP par un PRR
soluble va par exemple permettre I’activation de la cascade du complément qui consiste en
une activation, en cascade, de différentes protéines sériques retrouvées en réponse a la
détection d’un PAMP. Les produits de ces activations vont agir directement en formant des
trous dans la membrane plasmique des pathogénes détectes ou, indirectement, en facilitant
I’internalisation des pathogenes par les phagocytes professionnels ainsi qu’en recrutant les
autres effecteurs du systeme immunitaire via le processus de chémotaxie. De plus, les PAMPs
peuvent étre reconnus par des PRRs portés a la surface de divers leucocytes, les cellules
effectrices du systéme immunitaire inné®. L’interaction PAMP-PRR va permettre d’indiquer
aux leucocytes les cibles a éliminer. Dans le cadre d’infections bactériennes, les leucocytes
impliqués sont principalement les phagocytes professionnels tels que les macrophages, les
cellules dendritiques et les polymorphonucléraires, qui vont internaliser les bactéries
reconnues afin de tenter de les éliminer. Nous allons maintenant détailler les principaux
mécanismes anti-bactériens developpés par les macrophages afin de détruire les pathogenes
internalisés*.

Premierement, une fois phagocytee, la bactérie va se trouver dans un phagosome qui va
s’acidifier grace a Iactivit¢é d’une pompe a protons, la H'-ATPase vacuolaire®’.
L’acidification du compartiment va permettre I’activation de protéases acides telles que la
cathepsine D*.

Deuxiémement, les macrophages activés vont produire des ROS (reactive oxygen species) et
RNS (reactive nitrogen species). En effet, la NADPH oxydase (NOX), localisée au niveau de
la membrane du phagosome, va conduire a la production de radicaux anioniques superoxydes
dans la lumiére du phagosome (O, et H,0,)* ainsi qu’un puissant antibactérien, I’acide
hypochloreux (HOCI). De plus, les interférons de type | et Il sont capables d’induire
I’expression de I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) qui est capable de produire de
I’oxyde nitriqgue (NO). Ce NO est capable de diffuser a travers les membranes et donc
d’atteindre les pathogénes contenus dans le phagosome®. La NOX et I'iNOS peuvent
également agir ensemble et produire du peroxyde nitrique ONOO™ suite a la réaction
radicalaire entre 02" et NO'. Le peroxyde nitrique possede une forte toxicité par lui-méme
mais est également une source de radicaux secondaires, eux aussi bactéricides, tels que le OH'
ou le COs™"

Enfin, une fois dans le lysosome, la bactérie sera exposée a un arsenal d’enzymes
hydrolytiques comprenant des lipases, des protéases ou encore le lysosyme, une muramidase
qui est capable de dégrader le peptidoglycan®. Ensuite, les produits de dégradation du
pathogene peuvent étre présentés aux autres PRR et ainsi permettre d’établir un lien avec le
systéme immunitaire adaptatif*®,

Dans certaines conditions, il semblerait que I’autophagie puisse également étre impliquée
dans la destruction des pathogenes phagocytés. En effet, la stimulation des voies
autophagiques par de I’IFNy va permettre d’outrepasser le blocage de la fusion du phagosome
avec le lysosome observé chez les macrophages lors d’une infection par M. tuberculosis®. De
plus, I’autophagie permet d’augmenter la présentation des antigenes des pathogenes degradés
par les MHC (Major Histocompatibility Complex)*>.

Etant donné la localisation intracellulaire de la bactérie, la réponse immunitaire adaptative

développée contre Brucella est essentiellement de type cellulaire, c’est-a-dire Thl, bien que
les anticorps peuvent aussi aider & controler I’infection lors de stades précoces®®.
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En effet, les differentes cellules infectées et, plus particulierement, les cellules présentatrices
d’antigenes professionnelles (CPAP) telles que les cellules dendritiques (CD), vont présenter
a leur surface des antigenes de la bactérie au niveau de leur MHC. Ceux-ci seront ensuite
reconnus par un lymphocyte T CD4" via une interaction entre le TCR (T-cell receptor) et le
complexe MHC/peptide présent a la surface de la CPAP. Selon I’antigéne présenté, le
lymphocyte va se différencier en type Thl ou en Th2. Dans le cas d’une infection par
Brucella, la réponse immunitaire est de type Th1%®,

Les cellules T CD4" sont également appelées lymphocytes « T helper ». En effet, elles n’ont
pas d’activité bactéricide proprement dite, mais presentent plutt la capacité d’orchestrer
I’action des différents acteurs de I’immunité adaptative®’. Lorsqu’il est différencié de maniére
Thi, le lymphocyte « T helper » va, premierement, activer les phagocytes afin de les rendre
plus aptes a détruire les bactéries (par exemple en favorisant la fusion des phagosomes aux
lysosomes ou en induisant leur production de ROS et RNS* et deuxiémement, induire la
production d’anticorps par les lymphocytes B afin de favoriser I’internalisation des
pathogénes de maniére spécifique par les phagocytes via le phénoméne d’opsonisation®®,

De plus, les lymphocytes T CD4" Th1 sont capables d’activer les lymphocytes T CD8", dits
cytotoxiques, afin de permettre la destruction de cellules infectées de maniére specifique. En
effet, ces lymphocytes, lorsqu’ils reconnaissent un antigéne associé au MHC via leur TCR,
sont capables d’induire la mort de la cellule portant ce MHC/peptide et ce, par plusieurs
mécanismes : 1) en induisant la formation de pores a travers la membrane plasmique et 2) en
délivrant du granzyme, une sérine protéase induisant I’apoptose de la cellule®®.

1.4.2. Adaptations de Brucella

Dans le cadre d’une infection par Brucella, la bactérie est non seulement phagocytée
par les moyens décrits ci-dessus mais colonise également, de maniere active, les phagocytes.
L’infection de telles cellules implique de nombreux risques. En effet, les phagocytes
possedent a leur surface les PRRs nécessaires pour détecter la bactérie mais aussi un arsenal
d’agents bactéricides nécessaires a la dégradation de cette derniere. Le tropisme pour ces
cellules nécessite donc des adaptations afin de contourner les défenses mises en place par
I’hote.

a. Résistance aux environnements hostiles rencontreés

Lorsque la bacterie est internalisée, elle doit faire face a de nombreux
changements de son environnement. En effet, I’intérieur de la vésicule qui la contient est
caractérisé par un pH acide. De méme, la quantité de nutriments disponibles pour la bactérie
est probablement faible. De plus, les macrophages sont connus pour leurs activités
antibactériennes telles que la production de ROS, de RNS et de peptides antimicrobiens
décrits au point précédent®®®".
Il a été montré que le génome de la bactérie contient des genes qui codent pour de nombreux
acteurs impliqués dans I’adaptation a ces conditions défavorables. A titre d’exemple, citons
des genes codant pour différentes protéines impliquées dans le métabolisme des ROS telles
que SodC, une superoxyde dismutase qui protége la bactérie de I’explosion respiratoire
observée dans les macrophages infectés®® ou encore, KatE et AhpC, deux enzymes impliquées
dans la détoxification de I’H,O, généré lors du métabolisme de la bactérie®®. De méme, le
génome de la bactérie contient un opéron appelé norEFCBQD, codant pour une réductase de
I’acide nitrique capable de détoxifier les RNS produits par les macrophages infectés®*®.
Ajoutons encore que Brucella produit des protéines qui lui permettent d’adapter son
métabolisme lors de I’infection tels que des transporteurs d’hydrates de carbone (sucres),
d’acides aminés ou de cations bivalents ainsi que des enzymes centrales dans le métabolisme
du carbone®.

16



=
o
z
X
2
-
(e}
O
(0]

O-antigen

/_H

o
[e)

o NH
— O
O
HO

CHy

CH,

CH,

o
T

o Lipid A

CH,

Figure 1.9. Structure du LPS de Brucella.
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Le LPS de Brucella est moins endotoxique que le LPS d’E. coli. Cela est du a la présence d’un lipide
A non canonique. En effet, lorsque I’on compare la structure des LPS de ces bactéries, on note
quelques différences. Premiérement, les chaines acyle du lipide A sont plus longues dans le LPS de
Brucella (C18-C19, C28 versus C12 et C14). De plus le lipide A de Brucella posséde un squelette
constitué de diaminoglucose plutdt que de glucosamine. Enfin, I’ancrage du lipide A au core est
différent puisque le lipide A de Brucella est ancré par un lien amide plutdt qu’un lien ester (Cardoso et

al., 2006").



b. Détournement du trafic intracellulaire et établissement d’une niche de

réplication protective

Comme détaillé au point 3.2., Brucella est capable de détourner le phagosome
qui la contient afin de permettre la maturation nécessaire pour atteindre sa niche réplicative,
un compartiment dérivé du RE. Celui-ci confére différents avantages a la bacteérie.
Premiérement, il protége la bactérie de I’'immunité innée ainsi que de I’activité bactéricide des
macrophages. Deuxiémement, le RE est une source de nutriments nécessaires a la réplication
de la bactérie. Enfin, le RE semble étre un compartiment adapté a une réplication massive de
la bactérie puisqu’il constitue un réservoir de membranes important®**°.

c. Empéchement de I’initiation de la réponse immunitaire

Nous avons vu que la réponse immunitaire contre un pathogene est initiée
lorsque des PAMPSs, patterns moléculaires spéecifiques des pathogenes, sont reconnus par les
PRRs exprimés par différentes cellules immunitaires de I’h6te. Afin d’éviter ce phénomene,
trois stratégies sont développées par Brucella. Premiérement, la bactérie possede un nombre
tres restreint d’appendices extracellulaires puisqu’elle ne posséde ni fimbriae, ni pili, ni
capsule. Deuxiémement, Brucella a évolué de maniere a exprimer des composants de surface
(LPS®®® lipides formant les membranes externes’®, lipoprotéines®, et flagelle™) qui sont peu
(pas) reconnus pas les PRRs de I’h6te comme étant des PAMPs (Figure 1.9.). Troisiemement,
la bacterie possede de la phosphatidylcholine au niveau de sa membrane externe. La présence
de ce phospholipide, également présent dans la membrane cellulaire eucaryote, pourrait
permettre d’éviter sa reconnaissance par les acteurs de I’immunité’.

d. Interférence avec la réponse immunitaire

Brucella met en ceuvre différentes stratégies pour éviter le développement
d’une réponse immunitaire adaptative via I’activation des lymphocytes T CD4".
Premierement, Brucella est connue pour se répliquer au sein des cellules dendritiques tant in
vitro™"™ qu’in vivo’" Comme mentionné au point 4.1., ces cellules immunitaires ont pour
role de détecter la présence de pathogénes dans I’hote et de migrer vers les ganglions
lymphatiques afin d’y activer les lymphocytes T spécifiques et ainsi initier une réponse
immunitaire adaptative. 1l a été montré que Brucella est capable d’interférer avec la
maturation de ces cellules chez I’lhomme et chez la souris. En effet, différents traits
phénotypiques tels que I’expression du MHCII et des signaux co-stimulateurs CD80 et CD36
ou fonctionnels tels que la sécrétion de cytokines (TNFo (Tumor necrosis factor-a), 1L-12
(Interleukine-12)) et la présentation d’antigenes aux lymphocytes T naifs, sont sous-régulés
par rapport a ceux observés lors d’une infection par d’autres pathogénes comme S.
typhimurium™ et E. coli”.
L activation des cellules dendritiques dépend des voies de signalisation qui se trouvent en
aval des TLR (Toll-like recptor), un classe de PRR, exprimés a leur surface. Cette
signalisation fait intervenir différentes interactions « protéine-protéine » dont les acteurs
comportent un domaine TIR (Toll/interleukin-1 receptor). Il a été montré in vitro que B.
abortus exprime une protéine nommée Btpl (Brucella TIR protein 1) capable d’interférer
avec la voie de transduction en aval de TLR2 et ainsi limiter la maturation des cellules
dendritiques. Les mécanismes d’action de cette protéine ne sont pas encore clairs’™.
Deuxiémement, le LPS de Brucella étant résistant a la dégradation par les macrophages,
celui-ci pourra étre présenté par les MHCII mais sous une forme plus longue que les peptides
habituellement présentés. Cela va induire I’agrégation des molécules de MHCII au sein de
complexes, appelés « macrodomaines », situés au niveau de la membrane plasmique et ainsi
limiter la présentation antigénique par les macrophages infectés et ce, probablement en
perturbant les voies de signalisation intracellulaires associées a ces complexes’®. Cependant, il
est intéressant de souligner que ces conclusions sont basees sur des injections de LPS de
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Figure 1.10. Voies de signalisation en aval des TLRs activés par Brucella dans les macrophages
et les cellules dendritiques.

Les PAMPs de Brucella sont reconnus par différents TLRs: le TLR2 (PAMP reconnu : OMP - outer
membrane proteins), TLR4 (PAMP reconnu : LPS dans les macrophages et BLS (Brucella lumazine
synthase) dans les cellules dendritiques)), et le TLR9 (PAMP reconnu : ADN). Ces différents TLRs
vont initier des voies de signalisation dépendantes d’interactions entre domaines TIR de protéines
adaptatrices (MyD88, TRAM et TIRAP) qui vont mener a I’activation des MAPK, de NF-kB et, in
fine, a I’expression de cytokines pro-inflammatoires (essentiellement IL-12). L’IFNP est également
produit en aval de la voie initiée par le TLR4. Celui-ci se liera au récepteur a I'IFN et induira
I’expression de génes cibles.

Brucella synthétise également des protéines capables de lier certaines protéines adaptatrices de la
cellule héte au niveau de leur domaine TIR inhibant ainsi I’activation des voies en aval. Les fleches
continues représentent les voies de signalisation impliquées dans le contréle de I’infection in vivo
tandis que les fléches discontinues soulignent celles qui ne le sont pas (Oliveira et al., 2008).



Brucella en intra-péritonéal. En effet, lors d’immuno-marquages réalisés en URBM, des
clusters LPS positifs au niveau de la membrane plasmique de cellules infectées lors
d’infections classiques n’ont jamais pu étre mis en évidence (données non montrées). La
relevance physiologique de ce phénomene doit donc encore étre démontrée.

e. Détection de B. abortus par les TLR

Comme expliqué au point 4.1 de cette introduction, les PRRs jouent un role
primordial pour initier la réponse immunitaire. Les PRRs les plus étudiés sont les TLRs. Ces
derniers sont des récepteurs possédant un domaine LRR (leucin-rich repeats) extracellulaire,
un segment transmembranaire et un domaine TIR cytoplasmique. Lors de la reconnaissance
d’un PAMP par le récepteur, différentes cascades de signalisation vont étre activées par
I’intermediaire d’interactions entre domaines TIR, permettant premierement une modulation
de la transcription de geénes cibles tels que des génes codant pour des cytokines pro-
inflammatoires et deuxiemement, induire une réponse rapide mediée par I’activation de la
cascade des MAPK (Mitogen activated protein kinase) induisant la phagocytose de la
particule portant le PAMP’’. Chez la souris, il existe 12 TLRs différents, spécialisés dans la
reconnaissance de PAMPs de nature particuliéere (lipidique, lipoprotéique, proteique,
nucléique)®,
Dans le cadre d’une infection par B. abortus, il semble que la reconnaissance de la bactérie
par les cellules de I’hdte soit médiée par le TLR2, le TLR4 et surtout par le TLR9". Une
stimulation de macrophages péritonéaux par des lipoprotéines de B. abortus (Ompl6 et
Ompl9 (outer membrane protein-16 et 19)) induit la production de cytokines pro-
inflammatoires en réponse a I’activation du TLR2. Cependant, il semble que le TLR2 ne joue
aucun role dans le contrdle de I’infection in vivo ”°. Le LPS non canonique de Brucella ne lie
que faiblement le TLR4 par rapport au LPS d’E. coli®®. Son implication dans le contrdle de
I’infection in vivo est donc controversé. Par contre, I’implication du TLR9 semble bien
établie. En effet, I’ADN de Brucella est capable d’induire la production d’IL-12 via sa liaison
au TLR9. Cependant, comme mentionné ci dessus (d. Interférence avec la réponse
immunitaire), Brucella encode des effecteurs a domaine TIR (Btpl — B. abortus et Tcpl- B.
melitensis) capables d’interagir avec certaines protéines adaptatrices et donc d’interférer avec
les voies de signalisation que ces protéines initient (Figure 1.10.).

f. Préservation de I’hote

Bien que Brucella soit communément caractérisée comme étant une bactérie
intracellulaire facultative, cette appellation est uniquement due au fait qu’elle est capable
d’étre cultivée en milieu de culture artificiel. En effet, in vivo, la bactérie est pratiguement
exclusivement retrouvée au sein de cellules de son hdéte. Il n’existe donc pas de réservoir
environnemental de la bactérie®. Il est donc primordial pour la bactérie de pouvoir coloniser
la cellule héte, d’y survivre et de s’y répliquer®.
Lors d’une infection in vitro, et aussi probablement in vivo, Brucella ne tue pas la cellule
hote®. Au contraire, elle va, par exemple, protéger les monocytes humains de I’apoptose’®.
De méme, I’infection par Brucella ne semble pas perturber les fonctions de la cellule hote
puisque cette derniére est capable d’effectuer des mitoses méme a des étapes de I’infection ou
la charge bactérienne est élevée®. Résider & I’intérieur de macrophages confére donc a la
bactérie deux avantages majeurs : premierement, elle se trouve a I’abri des effecteurs du
systéeme immunitaire et deuxiemement, il semblerait que les macrophages pourraient servir de
véhicule pour assurer la dissémination de la bactérie au sein de I’organisme infecté™.
Nous venons de montrer que la niche réplicative de Brucella est un compartiment dérivé du
RE. Il est donc pertinent de se questionner sur I’effet qu’a la bactérie sur I’organite. En effet,
il parait plausible qu’une réplication bactérienne soutenue puisse perturber la physiologie et
les fonctions du RE. Nous allons donc, dans le chapitre suivant, développer les mecanismes
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moléculaires qui régissent la réponse UPR (unfolded protein response), une réponse
développée en réponse a un stress du RE, ainsi que les liens établis entre I’'UPR et les
infections par différents pathogénes intracellulaires.

I1. Le réticulum endoplasmique

2.1. Structure et fonction dans la cellule eucaryote

Le reticulum endoplasmique est un organite constitué d’un réseau membranaire observé pour
la premiére fois en 1945 par Porter et collaborateurs . On peut distinguer le réticulum
endoplasmique rugueux (RER) et le réticulum endoplasmique lisse (REL). Ces deux
domaines de I’organite ont des fonctions différentes. En effet, le RER est le premier organite
du systeme de sécrétion des cellules eucaryotes. En continuité avec I’enveloppe nucléaire
externe, il porte de nombreux ribosomes a sa surface, d’ou I’appellation de RE rugueux. Il est
impliqué dans la synthése et la maturation des protéines. Le REL, quant a lui, contient des
enzymes impliquées dans des fonctions, relativement spécifiques du type cellulaire considére,
comme par exemple : des enzymes de detoxification de drogues au niveau des hépatocytes,
des enzymes impliquées dans la régulation de la concentration en calcium dans les cellules
musculaires, ou encore dans la synthése des lipides et des stéroides dans les cellules
endocriniennes. Le stress du réticulum que nous allons développer dans ce chapitre est associé
au RER et portera exclusivement sur la réponse UPR activée par I’accumulation de protéines
mal conformées.

Dans les cellules eucaryotes, les protéines secrétées ainsi que celles localisées en sein des
difféerentes membranes transitent par le RE. Les ribosomes vont se fixer au niveau du RER et
introduire le polypeptide en élongation via le translocon®. Une fois & I’intérieur, la protéine
va acquérir sa conformation et étre maturée. En effet, I’environnement oxydant de la lumiére
du RER est favorable a la formation de ponts disulfure. De plus la présence de nombreuses
chaperonnes et d’enzymes capables d’assurer des modifications post-traductionnelles des
protéines va favoriser leur repliement®*®. Enfin, le RER posséde un systéme de controle de
qualité qui vérifie que les protéines ont acquis la conformation adéquate pour quitter
I’organite®.

La charge protéique de I’organite dépend beaucoup du type cellulaire et de I’etat
physiologique de la cellule. 1l existe donc des senseurs capables de déterminer I’état de
surcharge du RE et de le communiquer au reste de la cellule afin de maintenir I’noméostasie
de I’organite®”. La réponse développée en cas d’accumulation de protéines mal conformées
dans le RER s’appelle I’UPR qui va ainsi tenter d’initier, dans un premier temps, une réponse
adaptative®. Nous allons maintenant détailler les effecteurs moléculaires de cette réponse.

2.2. L’UPR

2.2.1. Détection d’un stress du RE

La réponse UPR est initiee lorsque la concentration des protéines mal repliées dans la
lumiere du RE augmente. Actuellement, trois senseurs de ce phénomeéne ont été identifies. 1l
s’agit d’IREL1 (inositol requiring protein 1), d’ATF6 (activating transcription factor 6) et de
PERK (protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase), tous trois localisés au niveau de la
membrane du RE. Ces trois protéines possédent un domaine senseur situé dans la lumiere du
RER. A I’état basal, ces domaines interagissent avec BiP (immunoglobulin binding protein)
(encore appelée Grp78 : Glucose-regulated protein of 78 kDa), une chaperonne du RE, ce qui
a pour effet d’inhiber I’activité des enzymes senseurs (voir point 2.2.). Lorsque la quantité de
protéines mal repliées augmente, BiP sera recrutée afin d’aider a leur repliement, ce qui va
limiter sa disponibilité pour interagir avec les senseurs et donc permettre leur activation®’. De
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Figure 1.12. Voies de signalisation en aval
de I’activation d’IREL.

IREL est une protéine transmembranaire du
RE. Celle ci est constituée d’un domaine
senseur situé dans la lumiére de I’organite,
d’un segment transmembranaire et d’un
domaine cytosolique doté d’une activité
kinase et endoribonucléase’*®. Lorsqu’un
stress du RE est percu par le domaine
senseur, IRE1 va oligomériser et ainsi
permettre  I’auto-transphosphorylation  des
domaines kinases juxtaposés. IRE1 est une
kinase particuliére, puisque la seule cible de
phosphorylation actuellement connue est la
kinase elle-méme’’. La phosphorylation du
domaine kinase va induire, par un mécanisme
encore peu compris, le clivage spécifique de
I’ARNm de XBP1 (X binding protein 1)***
Celui-ci sera ensuite ligué par la Trl (tRNA
ligase). L’épissage non conventionnel de
’ARNmM (XBP1ls - spliced) va induire un
décalage dans le cadre de lecture et ainsi
mener a la traduction d’une protéine trés

| Unfolded protein

Figure 1.11. Mécanismes
de detection d’un stress du
RE.

Il existe deux  modes
d’activation des senseurs de
I’UPR. Premiérement, les
domaines senseurs de PERK et
ATF6 sont capables
d’interagir avec les
polypeptides non repliés (a).
De plus, les domaines senseurs
des protéines ATF6, PERK et
IRE sont capables d’interagir
avec BiP  (Grp78), une
chaperonne du RE (b). Un
troisieme modele propose une
combinaison des deux
mécanismes pour IRE1 et

PERK (c) (Ron et Walter,
2007").
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différente de celle codée par I’ARNm non épissé (XBP1u - unspliced). En effet, la protéine codée par
XBP1s est un activateur de la transcription de genes cibles de I’UPR, alors que celle codée par XBP1u
réprime la transcription de ces mémes génes™ (Figure 11). Parmi les génes cibles de la réponse UPR,
citons par exemple ERdj4, une chaperonne du RE®?', EDEM (ER degradation-enhancing alpha-
mannosidase-like protein), une protéine impliquée dans le systtme ERAD (endoplasmic reticulum -

associated protein degradation)®%

ou encore PDI-P5 (protein disulfide isomérase P5)*

. De plus,

XBP1 est impliqué dans la régulation de I’expression de génes codant des protéines impliquées dans la
synthése de lipides permettant une augmentation de la capacité du RE?® (Modifié de Ron et Walter,

2007").
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Figure 1.13. Signalisation en aval de I’activation d’ATF6.

ATF6 est une protéine présente sous la forme d’un précurseur inactif situé dans la membrane du RE.
En conditions de stress de I’organite, le précurseur d’ATF6 sera transporté dans I’appareil de Golgi ol
il sera maturé par des enzymes résidentes de I’organite. En effet, dans cet organite, la protéine subira
un premier clivage par S1P au niveau de son domaine intra-luminal, suivit d’un second clivage par
S2P au niveau du domaine transmembranaire. Ces deux clivages successifs vont permettre la
libération du fragment cytosolique possédant une activité de liaison a I’ADN. Une fois libre, ce facteur
de transcription transloquera dans le noyau et induira I’expression de ses génes cibles?.. Parmi les
génes cibles d’ATF6 on retrouve des génes codant des chaperonnes telles que BiP et GRP94 (glucose-
regulated protein 94) et des PDI (protein disulfide isomerase)®. Le processus de maturation d’ATF6
est comparable a celui des protéines SREBPs (sterol response element binding proteins)
observé lors d’une déplétion en cholestérol ?° (Modifié de Ron et Walter, 2007*%).
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Figure 1.14. Voies de signalisation en aval de I’activation de PERK.

PERK possede une structure comparable a celle d’IRE1, c’est-a-dire un domaine senseur situé dans la
lumiére du RE, un domaine transmembranaire et un domaine kinase cytosolique. PERK, une fois
activée assurera la phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction elF2a sur la Ser51%. La
phosphorylation de ce facteur a deux effets. Premiérement, la protéine elF2a. phosphorylée rend le
facteur d’échange elF2B inactif, empéchant donc le remplacement du GDP situé au niveau du facteur
d’initiation de la traduction elF2 par du GTP, ce qui provoque une diminution de I’initiation de
I’ensemble de la traduction et donc une diminution globale de la synthése protéique®. Deuxiémement,
elle va permettre I’induction de la traduction d’une protéine particuliére: ATF4 (Figure 13). En effet,
en condition normale, ’ARNm de cette protéine n’est pas traduit car il posséde une séquence
inhibitrice au niveau de la séquence 5 UTR. Lorsque la protéine elF2a est phosphorylée, le ribosome
va réaliser un bond, ce qui va permettre de passer cette séquence inhibitrice et donc d’entamer la
traduction de I’ORF principale?®*,

ATF4 est un facteur de transcription qui va, entre autres, activer la transcription de Ddit3, le gene
codant pour CHOP10 (C/EBP homologous protein), un facteur de transcription impliqué dans la
régulation de génes menant & I’apoptose™.

L’état d’activation de PERK est trés dynamique. En effet, seulement quelques minutes aprés le retour
de I’homéostasie du RE, la protéine PERK est déphosphorylée. Les phosphatases impliquées dans ce
processus sont encore inconnues®*%. Cependant, pour permettre cette adaptation rapide et mettre fin &
I’activation de la voie de signalisation, il est nécessaire que I’état de phosphorylation de elF2a soit
également controlé. A ce jour, deux phosphatases, GADD34 (Growth arrest DNA damage) et CReP
(constitutive repressor of elF2a phosphorylation) ont été identifiées comme des régulateurs négatifs
de la phosphorylation d’elF20*%. ppp1R15b, le géne encodant CReP est constitutivement exprimé.
Ceci méne & un niveau de déphosphorylation basal d’elF2a, tandis que I’expression de ppp1R15a est
placée sous le controle du facteur ATF4, le facteur de transcription activé en aval de elF2a-P. La
déphosphorylation de elF2o. par GADD34 constitue donc une boucle de rétroaction négative®°
(Modifié de Ron et Walter, 2007").
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Figure 1.15. Deux destinées de I’'UPR

Bien que les différentes voies de signalisation
de I’UPR soient initiées par un signal,
I’existence de trois voies paralléles permet a la
cellule de s’orienter vers I’une ou I’autre des
branches de la réponse UPR. En effet, la
cinétique d’activation des trois est différente,
ce qui conduit a I’activation d’un ensemble
d’effecteurs particuliers en fonction de la
durée et de I’intensité du stress. Selon les
effecteurs présents et activés, la cellule
s’engagera dans une réponse adaptative
protectrice ou dans une voie de mort cellulaire
programmée comme I’apoptose (Lin et al,
2007%").



plus, il a été montré par des études de cristallographie que les protéines IREL et PERK, qui
sont actives sous forme de dimeres, possedent un sillon permettant la liaison d’un
polypeptide®. 1l semble en fait que la liaison du polypeptide induise la formation d’homo-
diméres et donc I’activation de ces protéines®”® (Figure 1.11.). Les trois senseurs ont des
propriétés distinctes et permettent I’activation contr6lée d’une combinaison d’effecteurs
différents en fonction de la durée et de I’intensité du stress du RE et donc une réponse
contenant plusieurs axes/voies™.

2.2.2. Voies de signalisation

L’activation des senseurs cités ci-dessus, IRE1, ATF6 et PERK, initie des voies de
signalisation distinctes qui vont mener a I’activation de divers effecteurs. Celles-ci sont
développées aux Figures 1.12., 1.13. et 1.14.
Si les trois voies sont initiées par des senseurs distincts et initient des voies de signalisation
paralleles (avec souvent des cinetiques différentes), des redondances et « cross-talks » entre
certaines voies ont été mises en évidence. En effet, il a été montré chez C. elegans que des
mutations dans les effecteurs de la voie IREL ou la voie initiée par ATF6 sont plutbt bien
tolérées, alors que la double mutation semble bloquer le développement du ver™. De méme,
environ 50 % des génes dont la transcription dépend de PERK sont indépendants du contréle
par ATF4%. De plus, différentes boucles de rétroaction positives d’un produit d’une voie sur
une autre ont pu étre identifiées, comme par exemple le fait que XBP1 soit capable d’induire
la transcription d’ATF6 ainsi que la signalisation en aval de PERK®,

2.2.3. Les deux destinées de ’'UPR

Le but premier de la réponse UPR est d’assurer I’homéostasie du RE. Elle permettrait
d’adapter la capacité du RE aux demandes physiologiques rencontrees par la cellule. Les
premiers genes transcrits seront des génes tentant de résoudre cette surcharge en protéines mal
repliées comme par exemple des génes codant pour des chaperonnes® pour aider & leur
repliement, des génes codant pour des enzymes impliquées dans la synthése des lipides pour
augmenter la synthése de la membrane et la capacité de stockage du réticulum® et les génes
codant pour des proteines des complexes ERAD (endoplasmic reticulum - associated protein
degradation) permettant la rétro-translocation des protéines mal repliées dans le cytosol®®.
Ensuite, I’inhibition de la traduction va permettre de limiter la quantité de protéines présentes
dans le RE. De plus, la réinitialisation de la traduction permet d’augmenter la proportion de
sous-unités ribosomiques libres présentes dans le cytosol afin de favoriser la traduction des
transcrits de génes induits par les autres voies de I’'UPR" au détriments des ARNm codant
pour des protéines sécrétées nécessitant un passage pas le RE*,
Cependant, si malgré I’activation de ces voies de signalisation, I"'UPR se prolonge (ou si
I’intensité du stress est trop importante que pour permettre une réponse adaptative), la cellule
va finir par entrer en apoptose.
L’existence de 3 voies paralleles initiées par le méme signal peut paraitre redondante.
Cependant, I’existence de ces 3 voies permet a la cellule de choisir plutét un destin cellulaire
ou un autre. En effet, la cinétique d’activation des différentes voies est differente: la
signalisation en aval de IRE va étre inhibée rapidement (environs 8 h aprés I’initiation de la
réponse et ce, méme si I’origine du stress persiste), ensuite ce sera le tour de la voie
dépendante d’ATF6. Par contre, la voie en aval de PERK reste activée a plus long terme
(Jusqu’a 30 h apres I’initiation de la réponse UPR). En fonction des voies activées a un
moment donné, un ensemble d’effecteurs différents sera activé et le destin de I’UPR sera donc
de promouvoir I’adaptation du RE (et donc de la cellule au stress) ou d’induire la mort
cellulaire® (Figure 1.15.). Par exemple, une protéine telle que CHOP10 (C/EBP homologous
protein) codee par le gene Ddit3 (DNA damage inducible transcript), principalement régulé
par la voie en aval d’ATF4, est essentiellement connue pour ses propriétés pro-apoptotiques.
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Figure 1.16. Modulation de I’activation des voies de I’'UPR lors d’une infection de fibroblastes
par le cytomégalovirus humain (CMVH).

Le CMVH induit I’'UPR et inhibe les voies qui induisent des effecteurs qui seraient délétéres a sa
réplication (ex : atténuation de la traduction, expression des systémes de dégradation des protéines) et
favorise les voies qui induisent I’expression de facteurs bénéfiques a la réplication virale (ex:
chaperonnes) (Isler et al, 2005%).



En effet, a des temps courts, la quantité de protéines présente est trés faible pour induire
I’apoptose, mais I’induction de I’expression du géne Ddit3 en réponse a un stress prolongé du
RE est compatible avec I’induction du programme de mort cellulaire programmée®. De plus,
aux temps précoces, I’ensemble des voies de signalisation est activé, et les facteurs favorisant
la survie cellulaire qui sont induits par les autres voies s’opposent a I’effet de CHOP10, ce qui
meéne a une réponse adaptative. Par contre, aux temps plus tardifs, ATF4 étant le seul facteur
de transcription restant actif, I’effet pro-apoptotique de CHOP10 peut mener a une mort
cellulaire programmée™. Ce facteur de transcription étant activé dans des macrophages 264.7
exposeés a B. abortus (Nicolas Lebailly, Mémoire 2011), nous détaillerons certains points de la
biologie de ce facteur au point Ill, aprés avoir développé les relations qui existent entre
I’infection par des pathogenes intracellulaires (bactériens et viraux) et la réponse UPR.

2.3. UPR et infection

Les pathogenes intracellulaires tant viraux que bactériens vont induire de profonds
bouleversements dans la physiologie de la cellule qu’ils infectent. En effet, divers pathogenes
sont connus pour induire et/ou moduler I’'UPR dans leur cellules hotes.

2.3.1. Pathogenes viraux

De nombreux virus sont connus pour induire une réponse UPR, comme par exemple le
HCV (Hepatitis C virus), le virus de I’encéphalite japonaise, ou encore le virus responsable de
la diarrhée virale bovine’®%. Parmi ces virus, nous pouvons tenter de distinguer deux
catégories. Il y a des virus qui, comme le CMVH (cytomégalovirus humain), induisent I’'UPR
a cause de la surproduction de protéines qu’ils induisent et qui vont favoriser les voies menant
a I’adaptation de la cellule a la surcharge du RE. Deuxiémement, il existe des virus pour
lesquels I’induction active de I’UPR est impliquée dans leur virulence, par exemple, parce que
les voies pro-apoptotiques en aval de I'UPR vont favoriser leur dissémination. Nous
développerons ci-dessous I’exemple de la réponse UPR en réponse a une infection par le
CMVH et le CVB3 (coksackievirus B3).

a. Le cytomégalovirus humain

Le CMVH est un virus a ADN double brin appartenant a la famille des
Herpesviridae. Ce virus, pour se répliquer, doit produire plus de 200 protéines en grande
quantité dont beaucoup sont glycosylées et transitent donc par le RE.X® Il n’est donc pas
étonnant que la réplication virale induise un stress du RE. En réponse a ce stress, la cellule va
induire la réponse UPR. Parmi les différentes réponses induites, certaines sont bénéfiques
pour le virus telles que I’induction de chaperonnes ou I’augmentation de la capacité de
I’organite. Cependant, d’autres conséquences de I’'UPR sont déléteres pour la réplication
virale comme par exemple I’atténuation de la traduction ou encore le systeme ERAD qui va
permettre une dégradation des protéines excédentaires dans le RE*. 1l a été montré que le
CMVH est capable d’activer les voies de I’'UPR bénéfiques a sa réplication tout en prévenant
les conséquences néfastes de celle-ci*® (Figure 1.16.). Par exemple, lors d’une infection de
fibroblastes HEFs (Life-extended human embryonic foreskin fibroblasts), la réponse UPR est
activée entre 2 et 3 jours PI, moment correspondant a la production massive des
glycoprotéines virales tardives. On observe alors une activation de PERK ainsi que la
phosphorylation de elF2a. (eucaryotic Initiation Factor 2a) (de maniére modérée) qui,
normalement, inhibe I’initiation de la traduction et permet la traduction spécifique de
I’ARNm d’ATF4. Cependant, en conditions d’infection par le CMVH, on n’observe pas
d’atténuation de la traduction’®. De méme, bien que le stress du RE soit percu par ATF6
(modifications de sa glycosylation), I’infection par le CMVH empéche son clivage
protéolytique et donc sa transformation en facteur de transcription actif. Enfin, la voie en aval
de IRE est activée lors de I’infection puisque I’on detecte la forme épissée de I’ARNmM
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Figure 1.17. Modulation de I’activation des voies de I"'UPR lors d’une infection de

cellules HelL a par le coxsackievirus B3 (CVB3).
Le CVB3 induit les 3 branches de I’'UPR. Le virus module I’ensemble de ces voies pour orienter
I’UPR vers I’apoptose. Les fleches en pointillés indiquent les étapes pour lesquelles les mécanismes

sont encore inconnus (Zhang et al, 2010%).



d’XBP1. Ce facteur de transcription est connu pour induire I’expression de géenes impliqués
dans le systeme ERAD tels que EDEM1. Cependant, ce géne cible n’est pas induit, suggérant
que le virus inhibe I’activité transactivatrice de ce facteur de transcription. L’herpes simplex
virus 1 encode un homologue de GADD34, ICP34,5 (infected cell protein 34.5). 1l semble
donc que ce facteur soit important dans la biologie des herpes virus'®. 1l se pourrait que ce
facteur soit impliqué dans la régulation de la phosphorylation d’elF2a dans le cadre de
I’infection par CMVH, limitant ainsi le taux de phosphorylation du facteur d’initiation.

Le CMVH est également capable d’induire spécifiqguement la transcription de génes cibles de
I’UPR de maniere indépendante de la réponse UPR. En effet, comme mentionné ci-dessus, la
voie en aval d’ATF6 n’est pas activee puisque ce facteur n’est pas clivé en conditions
d’infection. Cependant, certains genes cibles d’ATF6, bénéfiques pour la réplication virale,
tels que GRP98 et BiP, sont induits en réponse a I’infection, avant méme que I’'UPR soit
initiée. Cette cinétique d’activation correspond a celle de I’expression des genes viraux
précoces et précoces immédiats*®*.

b. Le coxsackievirus B3

Le coksakievirus B3 (CVB3) est un virus a ARN simple brin de polarité
positive, appartenant a la famille des picornaviridae. Ces virus sont responsables des
myocardites virales. Une étude publiée en 2010 a montré que I’infection de cellules HeLa par
ce virus induit un stress du RE ainsi qu’une régulation différentielle des trois voies de
signalisation'® (Figure 1.17.). Premiérement, il semble que la voie dépendant d’ATF6 soit
activée dans ces conditions puisque le fragment cytosolique d’ATF6 est detecté dans les
cellules infectées. Deuxiemement, il semble que la voie dépendante d’IRE1 soit également
activée en réponse a I’infection. En effet, dans les cellules infectées, XBP1 est clivé et est
responsable de la modulation de la transcription de différents genes : une induction de la
transcription de EDEM1 (ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like 1) et ERdj4
ainsi qu’une inhibition de la transcription de p58'7% 1% P58'™K est régulateur négatif de la
phosphorylation de PERK. La diminution de I’abondance de ce régulateur en réponse a
I’infection par CVB3 se traduit donc par une augmentation de la phosphorylation du facteur
d’initiation de la traduction elF2a. Dans ces conditions, la traduction des ARNm coiffés de
I’hbte va étre inhibée. Par contre, la traduction des ARNm viraux, possédant des sites internes
d’entrée du ribosome'®’ sera poursuivie. Elle serait méme augmentée vu la plus grande
disponibilité des ribosomes pour ces transcrits*®.
Comme mentionné précédemment, la phosphorylation d’elF2a induit la traduction spécifique
de I’ARNm encodant ATF4 qui, a son tour, induira la transcription du facteur pro-apoptotique
CHOP10. Cependant, dans les cellules HelLa infectées par CVB3, on n’observe pas
d’accumulation protéique d’ATF4 alors que CHOP10 est bien exprimé. Les auteurs suggérent
que dans ces conditions, ATF6, et non pas ATF4, est responsable de I’induction de CHOP10.
De plus, il a été montré que SREP1 est également maturé dans les cellules infectées par
CVBS3. Il semble donc que SREBP1 (sterol regulatory element binding protein 1) et CHOP10
agissent de concert pour induire I’apoptose qui favoriserait la propagation des virus d’une

cellule a I’autre®,

2.3.2. Les pathogenes bactériens

M. tuberculosis est connue pour induire I’apoptose des cellules qu’elle infecte'®.
ESAT-6 (6 kDa early secretory antigen target) est un effecteur sécreté dans les macrophages
au tout début de I’infection'®. Une étude publiée en 2010 a montré que cet effecteur induit
I’apoptose par un mécanisme dépendant de I’UPR™. En effet, il semble que ESAT-6 induise
I’expression du facteur pro-apoptotique CHOP10 par la voie PERK/ATF4/CHOP10 puisque

la phosphorylation d’elF2o et I’abondance protéique d’ATF4 sont augmentées dans les
cellules épithéliales A549 incubées avec I’antigene ESAT-6 recombinant de M. tuberculosis.
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Figure 1.18. Structure du facteur de transcription CHOP10

Les C/EBPs comprennent 2 domaines : un domaine transactivateur amino-terminal et un (basic loop
helix) domaine carboxy-terminal formé d’un domaine riche en acides aminés basiques impliqué dans
la liaison a I’ADN suivi d’un « leucine zipper » permettant la dimérisation du facteur. CHOP posséde
deux particularités par rapport aux autres C/EBPs. Premiérement, il possede deux résidus serine au
niveau du domaine de transactivation qui doivent étre phosphorylés par la kinase p38 pour que le
facteur devienne pleinement actif. Deuxiémement, il y a deux substitutions au niveau du domaine de
liaison a I’ADN. Celles-ci empéchent la liaison de CHOP au niveau de la séquence consensus
reconnue par les autres C/EBPs*’ (Oyadomari and Mori, 2004“).



Ce facteur est capable de former des pores a travers les membranes'*'. Ces pores vont
perturber la concentration en Ca®* dans la lumiére du RE et donc induire un stress UPR.
L’efflux de Ca** du RE vers le cytosol qui s’en suit va induire un stress oxydatif qui lui aussi
contribuera & I’induction de I’apoptose™*?.

2.3.3. IREL1 et la réplication de Brucella

Une étude parue en 2008 a mis en évidence I’implication de différentes protéines
connues du RE dans la réplication de B. abortus**®. Les auteurs ont réalisé un criblage par
ARN interférant. Sur les 110 genes codant pour des protéines associées a la biologie du RE
qu’ils ont invalidés, 52 protéines modulaient positivement ou négativement le taux
d’infection™3. Parmi ces 52 protéines, 15, dont Cdc42, Sec2l et Rabl, avaient déja été
rapportées comme étant nécessaires a la réplication d’autres pathogenes intracellulaires tels
que Mycobacteria, Listeria, Legionella et Chlamydia®****®,
De méme, certains facteurs nécessaires a la réplication de Brucella semblent spéecifiques de ce
genre bactérien. Parmi ceux-ci, IRE1 a retenu [I’attention des auteurs. Bien que
I’internalisation de Brucella ne soit pas perturbée dans les MEFs n’exprimant pas cette
protéine, la réplication de la bactérie est inhibée™.
Etant donné I’implication de IRE1 dans le processus de réponse UPR, les auteurs ont étudié
I’implication des autres acteurs de cette réponse tels que I’activation de PERK et ATF®6. Ils
ont conclu que ces derniers n’étaient pas nécessaires a la réplication de la bactérie*®. Par
contre, le (les) mécanisme(s) par le(s)quel(s) IREL permet la réplication bactérienne n’est (ne
sont) pas encore connu(s).
L activation d’une réponse UPR classique ne semble donc pas nécessaire pour la réplication
de Brucella. Cependant, comme illustré ci-dessus, de nombreux pathogénes intracellulaires
sont capables d’activer et/ou moduler spécifiguement une ou plusieurs voies de signalisation
de I’'UPR comme I’induction de CHOP-10 dans des macrophages exposés a Brucella (Nicolas
Lebailly, Mémoire 2011).

I11. CHOP10

3.1. Famille des C/EBPs

CHOP10 est une protéine de 29 kDa qui a d’abord été identifiee comme appartenant a la
famille des facteurs de transcription C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein) qui comprend
6 membres : C/EBPo, C/EBPB, C/EBPS, C/EBPe, C/EBPy et C/EBPT (CHOP10)™. Les
différents membres partagent des similarités de structure et de fonction''®. Ces facteurs de
transcription sont actifs sous forme d’homo- ou d’hétéro-dimeres, toutes les combinaisons de
diméres étant  possibles®. Chacun des membres est composé de deux domaines
caractéristiques des facteurs de transcription a savoir un domaine de liaison a I’ADN et un
domaine de transactivation (Figure 1.18.). Du c6té N-terminal, CHOP10 posséde un domaine
transactivateur contenant deux résidus sérine qui doivent é&tre phosphorylés par la p38 MAPK
afin de conférer au facteur de transcription son activité maximale***. Du coté C-terminal, un
domaine « basic leucine zipper » composé d’une région riche en acides aminés basiques et
impliquée dans la liaison a I’ADN est suivie d’un motif « leucine zipper », permettant la
dimérisation du facteur de transcription. Tous les C/EBPs, sauf CHOP10, possedent un
domaine bZIP trés conservé qui leur permet de lier ’ADN au niveau de la séquence
consensus A/GTTGCGC/TAAC/T**#. CHOP10, quant & lui, posséde un bZIP dégénéré
contenant deux substitutions responsables de la disruption de I’hélice alpha'®. Lorsque
CHOP10 dimérise avec un autre membre de la famille des C/EBPs, le dimére n’est pas
capable de lier I’ADN au niveau de la séquence consensus'®®. Par contre, en conditions de
stress, I’hétéro-dimere est capable de se lier a une autre séquence spécifique,
PUPUPUTGCAAT(A/C)CCC (Pu = purine)'®*. En se liant au niveau de I’ADN, CHOP10
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Figure 1.19. Structure du promoteur de CHOP10.

Le promoteur de CHOP10 possede au moins 4 séquences régulatrices agissant en cis : deux AARE
(amino acid response element) ainsi que deux ERSE (endoplamic reticulum stress response element).
Les deux séquences ERSE sont situées en sens opposé et se recouvrent sur 9 nucléotides. En
conditions de stress du RE, la transcription de CHOP est régulée par les trois voies de I’'UPR. En effet,
ATF6 et XBP1 vont se lier aux deux séquences ERSE en association avec le facteur NF-Y. ATF4 est
un facteur qui va se lier aux séquences AARE. De plus, ATF3 et ATF2 sont aussi capables de lier les
séquences AARE (Oyadomari and Mori, 2004*).



régule donc la transcription de genes cibles de deux manieres différentes: de maniere
indirecte en agissant comme un dominant négatif des autres C/EBPs et de maniere directe en
activant la transcription de ses nombreux génes cibles'®, parmi lesquels on retrouve
GADD34'® et Erolo. (ER oxidase-10))%'%°,

De plus, CHOP10 est capable de moduler indirectement la transcription d’autres genes cibles
et ce, sans se lier a I’ADN, mais en interagissant et/ou en séquestrant des facteurs de
transcription impliqués dans leur régulation. Il est par exemple capable d’augmenter I’activite
d’AP-1 (Activating Protein-1) en interagissant le dimére c-Jun/c-Fos**’, ou, au contraire,
d’inhiber la liaison a I’ADN du facteur TCF (T-cell factor), un facteur de transcription recruté
suite a la liaison de la p-caténine (B-cat) au niveau du promoteur d’un gene cible de la voie
Wnt'?® (voir point 4.2.).

L utilisation de souris transgéniques mutées pour les différents membres de cette famille a
montré que les C/EBPs interviennent dans des processus cellulaires variés tels que la
prolifération, la différenciation et la mortalité/survie cellulaire*®.

3.2. CHOP10 ou GADD153

CHOP10 est aussi connu sous le nom de GADD153 (Growth Arrest DNA Damage 153).
Cette famille de génes comprend 3 membres: GADD34, GADD45 et GAD153, qui ne
partagent pas de similarités de structure ni de fonction. Ces protéines sont regroupées sur base
du fait qu’elles sont activées en réponse a des stress génotoxiques ainsi que des signaux
d’arrét de la croissance™.

Ce nom lui a été attribué dans une étude qui montre que le gene codant pour CHOP10 est
induit lors d’expositions aux ultraviolets (UV) ou aux agents alkylants (MMS), deux
conditions connues pour induire des dommages a I’ADN'?. 1l a également été montré que
CHOP10 est exprimé en réponse & une privation de glucose ou d’acides aminés*?. En fait, on
sait maintenant que I’induction de CHOP10 en réponse aux UV et dommages a I’ADN*®,
autrefois interprétée comme étant le résultat de dommages a I’ADN, est en fait reliée a un
stress du réticulum®®!. En effet, le MMS induit I’alkylation des résidus cystéine empéchant
ainsi le bon repliement des protéines alors que la privation en glucose empéche la N-
glycosylation des protéines, les empéchant de passer le contréle de qualité dans le RE et
induisant I’UPR. Il semble donc que I’induction de CHOP10 soit plus sensible au stress du
RE qu’aux dommages & I’ADN*®,

3.3. Régulation de CHOP10
3.3.1. Régulation transcriptionnelle

a. Régulation dans le cadre de I’'UPR

CHOP10 est exprimé de maniére ubiquiste mais a un niveau tres faible et
parfois indétectable. En conditions de stress du RE, I’expression du géne est induite et le
facteur est transloqué du cytosol au noyau®. La régulation de I’expression du géne Ddit3 est
essentiellement transcriptionnelle. En effet, le gene codant pour CHOP10 semble étre un des
génes qui est le plus intensément induit lors de I"'UPR™, ce qui est en accord avec le fait que
les régulateurs transcriptionnels (XBP1s, ATF-6 et ATF-4) activés en aval des trois voies de
signalisation de I"'UPR participent & I’induction de la transcription du géne codant pour
CHOP10.
Le promoteur de Ddit3 comprend au moins deux séguences consensus ERSE (ER stress
response element) et deux séquences consensus AARE (amino-acid response element).
Comme illustré a la Figure 1.19., les deux séquences ERSE (ERSE1 et ERSE?2) sont en
direction opposée avec un recouvrement de 9 nucléotides******. ATF4 va se lier au niveau des
séquences AARE 1 et 2. XBP1 et ATF6 sont actifs sous forme d’homo- ou d’hétérodimeéres et
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avec NF-Y (Nuclear transcription factor Y) vont pouvoir se lier au niveau des séquences
ERSE 1 et 2% (Figure 1.19.). Si les 3 voies exercent un contrdle sur la transcription du
gene codant pour CHOP10, il a été montré que la voie dépendante de PERK et donc d’ATF4
a un contréle plus important que celui des voies IREL/XBP1s et ATF6°"1%¢,

b. Régulation par les facteurs des transcription C/EBP

En exposant les cellules hépatiques a du LPS de E. coli, on observe une
induction de CHOP10 dans le cadre d’une réponse de phase aigué. Une étude a montré que
cette induction est dépendante de I’activation de la transcription par C/EBPB™’. Notons que
CHOP est donc capable de réguler sa propre transcription. Lorsque CHOP10 est présent, il va
hétérodimériser avec C/EBPp et donc empécher la liaison & son promoteur*®,

c. Régulation par les facteur de transcription ATF

D’autres facteurs de transcription de la famille des ATFs: ATF2, ATF3 et
ATF5, semblent également impliqués dans la régulation de la transcription de CHOP10, mais
leur rdle pourrait étre contexte spécifique. Quelques exemples de situations dans lesquelles les
facteurs ATFs sont impliqués dans la regulation de CHOP10 sont listés ci-dessous.

Carence en acides amines

Une étude a montré que dans des cellules MEFs déficientes pour ATF2, I’induction de
CHOP10 en réeponse a une carence en acides aminés comme la leucine n’est pas observée. De
plus, les auteurs ont mis en évidence, par des études de delétions de promoteurs, que dans ces
conditions, le facteur liait la séquence consensus AARE™.

Intoxication au CCly4

Le CCl4 est un composé chimique présent dans de nombreux solvants et détergents**°. Lors
d’une intoxication au tétrachlorure de carbone (CCly), I’abondance d’ATF3 et de CHOP10
varie de maniere inverse dans les cellules hépatiques (in vivo et in vitro), suggérant qu” ATF3
pourrait inhiber I’expression de CHOP10'*. Les auteurs sont parvenus & mettre en évidence,
que dans ces conditions, ATF3 est capable d’inhiber la transcription de CHOP10 en se liant
au site composite C/EBP-ATF se trouvant dans le promoteur de CHOP10.

Pathologie du diabéte : cytokines et acides gras libres

L’expression de Ddit3 peut étre activée dans le cadre d’une UPR induite par des stimuli
rencontrés dans les conditions pathologiques telles que celles du diabéte. Une étude a analysé
I’expression de CHOP10 dans un modéle mimant ces conditions : il s’agit de cellules INS-IE
(cellules B productrices d’insuline) exposées a des cytokines (IFNy (interféron-y) et IL-1f) ou
des acides gras libres (palmitate)***,

Une incubation avec les cytokines va mener a la phosphorylation du facteur elF2a et donc
une augmentation de I’abondance d’ATF4, qui pourra se lier au promoteur de CHOP10. Les
acides gras libres, quant a eux, vont induire la phosphorylation de PERK et donc I’activation
de la voie en aval de celle-ci, ce qui menera également a I’induction de CHOP10 par le
facteur ATF4'. Les auteurs ont montré que I’induction de CHOP10 en réponse tant aux
cytokines qu’au palmitate était due a une liaison précoce du facteur de transcription AP-1
suivie d’une liaison plus tardive d’ATF4. Bien qu’ATF4 soit probablement activé par la voie
de signalisation dépendante de I’UPR, il semble que I’induction d’AP-1 par les cytokines soit
indépendante de celle-ci'*. De plus il existe un moyen de régulation supplémentaire de
I’induction de CHOP10 puisque la JNK (c-Jun N-terminal kinase), activée lors d’une
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stimulation des cellules par I’'IL-1p*

, est capable de phosphoryler et donc augmenter
I’activité des facteurs AP-1*°,

Stress a I’arsenic

Une etude a montré que les facteurs de transcription ATF3 et ATF4 sont également impliques
dans la régulation de I’expression de CHOP10 lors d’un stress a I’arsenic. La régulation et
donc I’expression de CHOP10 en reponse a ce stress comporte deux phases. Ces deux
facteurs se lient a la méme séquence consensus (et entrent donc en compétition) dans le
promoteur de CHOP10, le site C/EBP-ATF. Rapidement apres I’initiation du stress, ATF4 se
lie au promoteur et induit la transcription de CHOP10. Plus tardivement apres I’initiation du
stress, c’est ATF3 qui va lier la méme séquence et inhiber la transcription de CHOP10. I
semble que ce «switch» de facteurs de transcription soit du a une disponibilité et/ou
abondance différentielle des deux facteurs au cours du temps **° ainsi qu’a une affinité
différente des facteurs de transcription pour la séquence consensus*®,

De plus, une analyse par délétions et mutagenése dirigée du promoteur de Ddit3 a montré
qu’ATF5 peut potentiellement induire la transcription de CHOP10, en réponse a la présence
d’arsenic, en se liant au niveau de la séquence AARE1''. De plus, ces auteurs ont montré que
les cellules HepG2 n’exprimant pas ATF5 ont un taux d’induction de CHOP10 en réponse a
une exposition a I’arsenic inférieur a celui observé dans des cellules qui expriment ce facteur
de transcription*’.

3.3.2. Régulation post-transcriptionnelle

L’expression de CHOP10 est aussi réegulée a un niveau post-transcriptionnel. En effet,
une étude a montré qu’en conditions de privation de leucine, la stabilité de I’ARNm codant
pour CHOP10 est augmentée par rapport & une condition ou la leucine est abondante'*®,
Cependant, le mécanisme responsable de cette stabilité différentielle n’est pas encore élucidé.
De plus, en conditions basales, il semble que le transcrit codant pour CHOP10 n’est pas/peu
traduit en protéines. En effet, dans la séquence 5° UTR (untranslated region) de ce transcrit se
trouve une UORF (open reading frame), encodant pour un petit peptide, qui va inhiber la
traduction de I’ORF principale se trouvant en aval et ce, probablement en empéchant la
liaison du ribosome & son site d’initiation de la traduction*°.

3.3.3. Régulation post-traductionnelle

Comme déja mentionné précédemment, en conditions de stress, il a été montré que
CHOP10 est phosphorylé au niveau de deux residus serine par la p38 MAPK, ce qui permet
au facteur de transcription de devenir pleinement actif'?!. Par contre, une phosphorylation par
la CK2 (Casein kinase-2) a un effet inhibiteur sur I’activité transactivatrice de CHOP10"*°.

Nous allons terminer cette introduction par une breve description du role et des fonctions de
CHOP10 dans divers processus biologiques comme la mort/survie cellulaire, la régulation de
la production de cytokines, I’interférence avec la voie de signalisation des Wnts et trés
récemment découvert, sa participation au contréle de I’expression de certains micro-RNA
(MiRNA).

3.4. Geénes régules par CHOP10 et implication du facteur de transcription dans
de nombreux processus biologiques

3.4.1. CHOP10 et apoptose
CHOP10 est communément considéré comme un agent pro-apoptotique. En effet, de
nombreuses études ont montré qu’une surexpression du géne codant pour CHOP10 se traduit
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181154 " alors que des souris CHOP10™
E154-156.

par un arrét du cycle cellulaire et/ou I’apoptose
développent moins d’apoptose induite par un stress du R
Etant donné que lorsque I’on mute le partenaire de dimérisation le plus courant de CHOP10,
c’est-a-dire C/EBPB™’, on observe une certaine résistance a I’apoptose induite par le stress du
réticulum, il semble que CHOP10 induise I’apoptose via une modulation de la transcription de
génes impliqués dans la survie et/ou la mort cellulaire™.

Premierement, il a été montré que CHOP10 est responsable d’une répression de la
transcription du géne codant pour la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (B-cell lymphoma
2)™11%8 une protéine responsable de la séquestration dans le cytoplasme de Bax (Bcl-2
associated X protein), une protéine pro-apoptotique, ainsi que d’une activation de la
transcription du géne codant pour Bim™*®, la protéine responsable de la translocation de Bax,
du cytosol a la membrane mitochondriale externe. De plus, I’abondance de Bax est augmentée
en conditions d’apoptose induite par un stress du RE, et ce, d’une maniére dépendante de
CHOP10™. La modification d’abondance de ces trois protéines va permettre la translocation
de Bax a la mitochondrie et ainsi permettre la formation de pores a travers la membrane
mitochondriale externe, la sortie du cytochrome c permettant la formation de I’apoptosome et
donc I’intégration et I’amplification de la signalisation apoptotique’®®,

Un autre géne dont la régulation semble dépendre de CHOP10 est nommé DOC1
(Downstream of CHOP-1). Ce géne code pour une anhydrase carbonique de type VI
inductible par le stress. Son expression semble avoir pour effet un pompage de protons et
donc une acidification du milieu intracellulaire'®’. Etant donné que la capacité de Bax &
former des pores & travers les membranes est dépendante du pH'®? il semble que la
surexpression de DOC1 favorise I’activité pro-apoptotique de Bax. De méme, DOC6
(Downstream of CHOP-6) est un homologue de la la gelsoline, une protéine connue pour étre
clivée par la caspase 3. Le fragment amino-terminal généré par clivage est responsable d’une
réorganisation du cytosquelette d’actine observé lors de I’apoptose’®®,

Un deuxieme moyen par lequel CHOP10 induit I’apoptose est la génération d’un stress
oxydatif. En effet, CHOP10 induit la transcription du gene codant pour EROla (ER oxidase
1a)'®, une protéine impliquée dans la formation de ponts disulfure des protéines contenues
dans le RE. En conditions de stress du RE, il semble que la protéine EROla. contribue a
former un environnement hyper-oxydant au sein du RE. En effet, il a ét¢ montré que
I’apoptose induite par un stress du RE semble impliquer I’activation d’une voie de
signalisation pro-apoptotiqgue dépendante du calcium, faisant intervenir la CaMKII
(Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase)'®. Pour permettre cette augmentation du
calcium cytosolique, EROla activerait IP3R1 (inositol triphosphate receptor 1), un canal
calcique situé en membrane du RE, suite a la formation d’un pont disulfure au niveau d’une
boucle intra-luminale de la protéine'®. La sortie du Ca®* vers le cytosol va augmenter la
concentration du messager secondaire et permettre I’activation de la CaMKII, qui a son tour
peut activer la NADPH oxydase Nox2 et donc la production de ROS. Ces ROS vont
premiérement favoriser I’apoptose et deuxiéemement agir comme feedback positif pour
amplifier le systtme en activant CaMKII™*®  CHOP10 favorise également un
environnement oxydatif/stress oxydant en déplétant le stock de glutathion, et donc en limitant
les défenses anti-oxydantes de la cellule™®.

Troisiemement, CHOP10 induit la transcription de GADD34, qui, comme nous I’avons vu, est
un géne codant pour une phosphatase capable de déphosphoryler elF2a. et ainsi promouvoir la
traduction des ARNm en protéines™®.

Quatriemement, différents genes impliqués dans les voies de signalisation conduisant a
I’apoptose comme les génes codant pour les récepteurs de mort, DR5 (death recptor-5)* et
TRAIL-R2 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 2), ainsi que TRB3 (tribbles-
related protein-3) sont induits par CHOP10*".
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Cependant, il est important de noter que le réle de CHOP10 dans I’apoptose dépend des
conditions rencontrées. En effet, il a été montré qu’un traitement des macrophages
RAW?264.7 au LPS soluble d’E. coli induit une réponse UPR. Cependant, dans ces
conditions I’induction de CHOP10 est retardée par rapport a I’induction de facteurs
protecteurs tels que BiP. De plus, le taux d’induction de CHOP10 est plus faible que celui
observé lors d’une stimulation avec des inducteurs classiques de la réponse UPR tels que la
thapsigargine (TG), qui induit un stress du RE en perturbant la concentration en Ca2+ via une
inhibition des pompes SERCA (sarco-/endoplasmic reticulm Ca®* ATPase). De plus, un
prétraitement avec du LPS rend les cellules résistantes a I’apoptose induite par un traitement a
la TG, 11 semble donc qu’un traitement des macrophages RAW264.7 avec du LPS soluble
d’E. coli induise I’expression de nombreux génes codant pour des cytokines, qui, pour étre
sécretees doivent passer par le RE. Cela provoque une surcharge de RE qui, suite a un stress
UPR va pouvoir étre résolue grace aux protéines permettant la réponse adaptative. Le RE sera
donc adapté aux conditions de stress lorsque CHOP10 est activé, ce qui pourrait expliquer
pourquoi, dans ces conditions, I’apoptose n’est pas observée.

De plus, une éetude réalisée au laboratoire a montré que dans les cellules endothéliales
subissant un stress oxydatif causé par une incubation avec SIN-1 (sydnonimine - un donneur
de peroxyde nitrique), on observe I’activation d’une UPR dans laquelle CHOP10 n’a pas de
role pro-apoptotique®®.

Enfin, il a méme été montré que dans des cellules neuronales soumises a I’hypoxie, CHOP10
aurait un effet protecteur contre la mort cellulaire. En effet, dans ces conditions, I’invalidation
de CHOP10 limite la survie des cellules alors qu’une surexpression I’augmente’™.

En conclusion, il semble que la surexpression de CHOP10 ne soit pas toujours associée a une
augmentation de la mortalité cellulaire par apoptose.

3.4.2. CHOP10 et la régulation de la production de cytokines

Les cytokines sont des médiateurs solubles impliqués dans la communication
intercellulaires. Comme nous I’avons évoqueé ci-dessus dans le point 4.1., elles jouent un réle
capital dans le développement d’une réponse immunitaire puisqu’elles vont étre responsable
de la communication entre differents effecteurs du systéme immunitaire et ainsi permettre
I’orientation d’une réponse immunitaire adaptée a la situation rencontree. Il a été montré, dans
plusieurs études, que CHOP10 est capable de réguler, de maniére indirecte, la production de
cytokines.Voici quelques exemples dans lesquels CHOP10 est rapporté comme un regulateur
de la production/maturation de cytokines.

Premierement, lors d’une UPR dans des cellules épithéliales de I’intestin humain, CHOP10
est capable d’induire la production d’IL-8. En effet, en séquestrant le facteur de transcription
C/EBPB, CHOP10 empéche ce facteur de se lier au promoteur de PPARy (peroxysome
proliferator-activated receptor-y) et donc d’induire sa transcription. En diminuant la
production de PPARy, CHOP10 va limiter I’effet inhibiteur qu’exerce PPARY sur I’activité du
facteur NF-kB (Nuclear factor- kB) (PPARY induit la translocation de la sous unité p65 d’NF-
kB hors du noyau'’!) et ainsi permettre I’induction (NF-kB—dépendante) de la production
d’IL-8"“.

Deuxiémement, CHOP10 est connu pour reguler négativement I’expression de I’IL-6,
également en séquestrant C/EBPf. En effet, deux membres de la famille des facteurs de
transcription C/EBP (C/EBPB et C/EBPS) sont connus pour induire la transcription de
diverses cytokines inflammatoires dont I’IL-6'"®. En réponse a une stimulation de
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Figure 1.20. Voie de signalisation Wnt/ g-caténine.

En absence de Wnt, la B-caténine interagit avec un complexe protéique, comprenant I’axine, APC,
CKI et GSK, qui est responsable de sa phosphorylation. Une fois phosphorylée, la p-caténine est
reconnue par le complexe B-TrCP qui posséde une activité ubiquitine ligase. Une fois poly-
ubiquitinylée, la p-caténine sera dégradée par le protéasome. Dans ces conditions, TCF interagit avec
Groucho pour former un complexe inhibiteur de la transcription des génes cibles des Wnt.

Lorsqu’une protéine Wnt se lie a son récepteur Fz ainsi qu’a son co-récepteur LRP5-LRP6, Dvl sera
phosphorylé et permettra la dissociation du complexe de phosphorylation de la B-caténine. Cette
derniére va alors s’accumuler dans le noyau. Elle pourra alors interagir avec TCF et former un
complexe activateur de la transcription d’une série de génes cibles (Roberts et al, 2007*).



lymphocytes B murin au LPS de E. coli, CHOP10 est induit et va dimériser avec C/EBPf. On
observe alors une diminution de la liaison de C/EBPB au promoteur de I’IL-6'"*. Cependant,
ce phénoméne semble contexte dépendant puisque dans les cellules A375, dérivées d’un
mélanome humain, CHOP10 est rapporté comme un activateur de la transcription de I’IL-6.
En effet, dans ces conditions, CHOP10 dimérise préférentiellement avec le régulateur négatif
de la transcription de I’IL-6 (LIP — Liver-enriched inhibitory protein) et permet a la protéine
LAP (Liver-enriched activator protein), un régulateur positif de la transcription de se lier au
promoteur du géne codant pour I’IL-6""°.

Troisiemement, CHOP10 est impliqué dans la maturation de I’IL-1f suite a une stimulation
des macrophages au LPS de E. coli. En effet, dans ces conditions, CHOP10 va activer la
transcription de la caspase 11'°. La caspase 11 pourra ensuite cliver la caspase 1 qui, & son

tour, clivera et activera la pro-1L1p en IL-1p active®.

Un niveau de régulation supplémentaire pour CHOP10 est I’interférence avec des voies de
signalisation moléculaire. En effet, CHOP10 est capable d’inhiber la transcription de génes
sans méme se lier a I’ADN, uniquement en interagissant avec un facteur de transcription.
Nous avons choisi de développer I’interférence avec la voie de signalisation Wnt car celle-ci
est impliquée dans la modulation de la réponse de macrophages a une infection par M.
tuberculosis'’’, un contexte qui pourrait également étre intéressant dans le cadre de I’infection
par Brucella.

3.4.3. CHORP et interférence avec la voie de signalisation Wnt/g Cat

Les Wnt sont des glycoprotéines sécrétées qui sont, entre autres, impliquées dans la
détermination du destin cellulaire lors du développement embryonnaire des métazoaires'’®.
En absence de stimulation, la p-caténine, est associée a un complexe protéique (formé de
I’Axine, GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) et APC (adenomatous polyposis coli)), ce qui va
permettre la phosphorylation de ce facteur de transcription entrainant sa dégradation par le
protéasome 26S. La B-caténine n’étant pas capable de rejoindre le noyau, TCF (T-cell factor),
une proteine partenaire de la 3-caténine essentielle a son activité de facteur de transcription,
va interagir avec Groucho et former un complexe qui inhibera la transcription des génes cibles
des Wnits. La liaison des Wnts a son récepteur, Frizzled (Fz) va induire la phosphorylation et
donc I’activation de Dishevelled, qui va empécher la formation du complexe de dégradation
de la p-caténine. La B-caténine va donc s’accumuler dans le cytosol et entrer dans le noyau
ou, associée au TCF, elle va pouvoir induire la transcription de ses génes cibles (Figure 1.20.).
Une étude récente a montré que CHOP10 est un inhibiteur spécifique de cette voie de
signalisation en interagissant physiquement avec TCF'?®. Cette interaction empéche la liaison
du facteur a I’ADN et donc la transcription des genes cibles du facteur TCF. De maniere
surprenante, cette fonction de CHOP10 ne requiert que le fragment NH,-terminal du facteur
de transcription, ce qui n’est pas commun pour un facteur de transcription & motif bZIP*?%,

Il est intéressant de mentionner qu’il a été récemment montré que la voie Wnt est activée en
réponse a une stimulation par différentes mycobactéries ainsi que par des structures
bactériennes conservées telles que le LPS'"". Une étude fonctionnelle suggére que cette voie
de signalisation serait également impliquée dans I’induction de I’l1L-12 et I’IFNy induite par la
mycobactérie. La voie Wnt serait donc impliquée dans I’établissement de liens entre

I’immunité innée et adaptative'”’.

Depuis la découverte de miRNA, les articles rapportant des applications de miRNA dans
divers contextes biologiques ne cessent de paraitre. En effet, les miRNA ont apporté un
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Figure 1.21. Analyse en western blot en fluorescence de I’effet d’une exposition & B. abortus sur
I’abondance de différents marqueurs de la réponse UPR dans les macrophages RAW264.7.

Parmi les différents marqueurs analysés, aucune différence significative d’abondance de la chaperonne
BiP (A) ni de la phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction elF2a. (B) n’a pu étre mise en
évidence entre des cellules exposées a Brucella et des cellules contréles et ce, quel que soit le temps Pl
testé. Par contre, I’abondance de CHOP10 est plus importante dans les cellules infectées analysées a
24 h Pl et I’induction de I’expression de ce géne est encore plus importante a 48 h Pl (C) (N. Lebailly,
Mémoire 2011, données non publiées).
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Figure 1.22. Marquage en immunofluorescence et observation en microscopie confocale de la
localisation subcellulaire de CHOP10 dans des macrophages RAW264.7 exposés a B. abortus.

Premiérement, on ne détecte pas de marquage de CHOP10 dans les cellules controles réalisées aux
différents temps (5, 24 et 48h) Pl (A — C). De méme, CHOP10 n’est pas détecté dans les cellules
infectées a 5 h PI (D). Par contre on détecte CHOP10 au niveau des noyaux des cellules a 24 h PI et,
de maniére encore plus intense et dans un plus grand nombre de cellules a 48 h Pl (E et F).
Deuxiémement, on note que les cellules qui contiennent la bactérie n’expriment pas (ou peu) CHOP10
(E et F) (N. Lebailly, Mémoire 2011, données non publiées).



nouveau niveau de régulation de I’expression de genes et donc de complexité a I’ensemble
des processus biologiques. Une revue récente souligne le nombre important de miRNA
impliqués dans la modulation des voies de signalisation en aval des TLR®. De méme, de
nombreux articles mentionnent I’implication de miRNA dans les réponses cellulaires générées
lors d’une infection par différents pathogénes tels que Francisella'®® ou Listeria®".

A ce jour, aucune information n’est disponible quant a I’implication de miRNA dans la
relation hote-pathogéne existant dans le cadre d’une infection par Brucella. Un projet de
recherche visant a identifier ces miRNA différentiellement exprimés dans les macrophages
RAW264.7 exposes a B. abortus vient de débuter au laboratoire URBM.

Récemment, il a été montré que CHOP10 était capable de réguler I’expression d’un miRNA
dans le cadre de la réponse UPR. Cela suggere que CHOP10 pourrait également réguler
I’expression de miRNA dans un contexte d’infection.

3.4.4. CHOP et les miRNAs

L’ équipe de Peter Walter a montré que parmi les 11 miRNAs dont I’abondance variait
en réponse a un stress du réticulum, miR-708 est régulé par CHOP10. Des études de perte et
gain de fonction ont permis d’identifier la rhodopsine comme une des cibles de miR-708"2.
La rhodopsine étant une protéine transmembranaire de la membrane plasmique, elle doit
progresser au sein de la voie sécrétoire afin de rejoindre la destination qui permettra sa
fonction. L’induction d’un miRNA ciblant ce transcrit en conditions de stress du RE est un
moyen supplémentaire de limiter la quantité de protéines entrant dans I’organite et démontre

que CHOP-10 pourrait contrdler le niveau d’expression de miRNAs'®?,

IVV. Données préliminaires et objectifs du mémoire

Etant donné que la niche réplicative de B. abortus est dérivée du réticulum endoplasmique,
une étude preliminaire menée au laboratoire a caractérisé la réponse UPR au sein de
macrophages RAW 264.7 infectés par la bactérie. L’abondance et/ou I’activité de différents
marqueurs de la réponse UPR ont été analysee(s) dans les macrophages RAW?264.7 exposes
a B. abortus (Nicolas Lebailly, Mémoire 2011).

De maniere assez surprenante, parmi I’ensemble des marqueurs testés, CHOP10 est le seul a
voir son abondance augmenter en réponse a I’exposition des phagocytes a la bactérie. En
effet, I’expression de CHOP10 est induite de maniére modérée a 24 h Pl et de maniére plus
importante a 48 h Pl (Figure 1.21.). Dans ce travail, CHOP10 semblait donc étre induit de
maniere indépendante de la réponse UPR.

CHOP10 montrant un profil et une dynamique d’expression particuliers en réponse a
I’infection, une analyse de la localisation subcellulaire du facteur de transcription et I’étude
du degré d’homogénéité de la réponse au sein de la population des cellules RAW264.7
exposées a la bactérie ont également été réalisées dans ce travail par des marquages en
immunofluorescence et des observations en microscopie confocale. De maniére surprenante,
il a été montré que, pendant les 48 premieres heures PI, CHOP10 est retrouvé dans les noyaux
de cellules qui ne contiennent pas la bactérie et ne sont donc pas infectées (Figure 1.22.).
Cette observation suggere qu’il existe un mecanisme de communication intercellulaire qui
serait responsable de I’expression de CHOP10, d’abord observée dans les cellules non
infectées.

A partir de ces resultats preliminaires et de cette hypothése de travail qui a soulevé de
nombreuses questions telles que : comment la bactérie est-elle capable d’induire la production
d’un facteur de transcription dans les cellules qui ne la contiennent pas ? Est-ce que CHOP10
est induit dans un but de protection des cellules eucaryotes ou au contraire, pour faciliter leur
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infection ? Ou encore, est-ce un processus specifique a nos conditions expérimentales, ou
retrouve-t-on ce phénomene dans des conditions d’infection naturelles ?
Pour tenter de répondre a ces questions, nous avons determiné trois objectifs principaux dans
ce mémoire, qui sont de :
1) Completer la caractérisation de I’expression de CHOP10 dans des cellules RAW264.7
exposées a B. abortus.
2) Déterminer le ou les mécanisme(s) responsables de I’induction de CHOP10 au sein
des cellules RAW264.7 exposées a la bactérie
3) D’étudier les fonctions remplies par CHOP10 dans les macrophages exposés a B.
abortus.
Précisons d’emblée que le troisieme objectif ne sera discuté que dans la partie perspective,
puisque nous n’avons malheureusement pas eu le temps de réaliser les expériences envisagées
dans ce cadre.

31









Type cellulaire Provenance Référence

RAW264.7 American Type Culture Collection TIB-71

MEF Riken BioResource Center Cell Bank RCB2710

Tableau 2.1. Culture cellulaire - Provenance et référence des différentes lignées cellulaires
utilisées

Type Expérience Type de VVolume de | Densité
cellulaire plaque de milieu (ml) | cellulaire
culture (cellules/puits)
RAW264.7 | Extraction protéines 6 puits 2 6.10°
Extraction ARN 6 puits 2 6.10°
Préparation de milieux 6 puits 2 6.10°
conditionneés
Cellules naives 6 puits 2 6.10°
Immunocytochimie 12 puits 1 3.10°
Invalidation cytokines — 12 puits 1 3.10°
anticorps neutralisants
Transfection avec des 12 puits 1 1.10°
SiRNA
Transfection des plasmides | 12 puits 1 2.10°
raporteurs
MEF Immunocytochimie 12 puits 1 4.10"

Tableau 2.2. Culture cellulaire - Caractéristiques de I’ensemencement en fonction des
différentes expériences réalisées.

- Cellules RAW264.7 (American Type Culture Collection, USA)
- Milieu de culture :

0 Milieu DHG-L1 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium + high glucose (4,5

g/l) + NaHCOs3 (1,5g/1)) (Gibco, RU)
0 Sérum de veau feetal inactivé par la chaleur (SVFi) (Gibco, RU)
- Boite de culture de 75 cm? (T75) (Corning Incorporated, USA)
- Racloir a cellules de 30 cm (TPP, Suisse)
- Pipettes stériles (Costar, USA)
- Compteur de cellules (Invitrogen, USA)
- Boites 6 ou 12 puits (Corning Incorporated, USA)

Tableau 2.3. Culture cellulaire - RAW?264.7 — Matériel et milieu de culture utilisés

- Cellules MEF (Riken BioResource Center Cell Bank, Japan)
- Milieu de culture :

o0 Milieu DMEM High Glucose (DHG) (Dulbecco’s modified Essential Medium
+ 4,5 g/L de glucose), contenant de la L-glutamine a 2 mM) (Lonza, Suisse)

0 Sérum de veau feetal (SVF) (Sigma-Aldrich, USA)
- Boite de culture de 75 cm? (T75) (Greiner Bio-one, Autriche)
- HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) (Lonza, Suisse)
- Trypsine/EDTA (Lonza, Suisse)
- Pipettes stériles (Costar, USA)

Tableau 2.4. Culture cellulaire - MEF — Matériel et milieu de culture utilisés




Matériel et méthodes

1. Cultures cellulaires
1.1. Cellules eucaryotes

a. Type de cellules utilisées

La majorité des expériences effectuées dans le cadre de ce mémoire ont été réalisées
sur des cellules RAW264.7. Ces cellules sont des macrophages murins dérivés d’une lignee
leucémique induite par le virus d’Abelson dans les souris BALB/c™.
Une autre lignée cellulaire, les MEFs (Mouse Embryonic Fibroblasts) a également été utilisée
pour confirmer certains résultats. 1l s’agit de fibroblastes murins issus d’embryons de 13,5
jours et transformés avec un vecteur d’expression de I’antigéne T (pEF3221-T) du virus SV40
(Simian Virus-40) afin d’établir des lignées immortelles'® (Pour la provenance des cellules,
voir Tableau 2.1.).

b. Culture des cellules RAW?264.7

Pour perpétuer la culture cellulaire, les cellules RAW?264.7 sont ensemencées a 3.10°
cellules par boite de 75 cm? (T75) en présence de 20 ml de DHG-L1 supplémenté de 10 % de
SVFi et incubées a 37 °C dans une atmosphere humide contenant 5 % de CO,. La culture est
ensuite diluee 10 fois tous les deux jours en conditions stériles.
Pour le repiquage, les cellules sont delicatement détachées de la surface de la boite a I’aide
d’un racloir et ensuite resuspendues par pipetage de maniére a obtenir une solution homogeéne.
Un volume de 2 ml de cette suspension cellulaire est transféré dans une nouvelle boite de
culture T75 contenant 18 ml de DHG-L1 + 10 % SVFi préchauffé a 37 °C. Les cellules sont
ensuite incubées dans une atmosphere humide contenant 5 % de CO..
Pour les différentes expériences, les cellules ont été repiquées a une densité appropriée
(Tableau 2.2.) 24 h avant le début de I’expérience. Pour cela, la densité cellulaire est
déterminée a I’aide d’un compteur de cellules. La suspension cellulaire est alors diluée de
maniere adéquate, placée en boites de culture multi-puits et les cellules sont incubées pendant
24 h a 37 °C dans une atmosphere humide contenant 5 % de CO; (Tableau 2.3.).

c. Culture des cellules MEFs

Pour perpétuer la culture cellulaire, les MEFs sont cultivées dans des boites de culture
T75 en présence de 20 ml de DHG supplémenté de 10 % de SVF et incubées a 37°C dans une
atmosphére humide contenant 5 % de CO,. La culture est diluée 10 fois tous les 2 jours en
conditions stériles. Au moment du repiquage, le milieu de culture est décanté et les cellules
sont rinceées 1 fois avec 10 ml de HBSS afin de limiter la quantité de protéines seriques, puis
avec 3 ml de trypsine/EDTA. Ensuite, les cellules sont incubées en présence de 1 ml de
trypsine/EDTA pendant quelques minutes jusqu’au détachement complet des cellules.
L’ action enzymatique de la trypsine est neutralisée par I’ajout de 10 ml de milieu contenant
10 % de SVF. Aprés 10 passages dans une pipette stérile de 10 ml pour homogénéiser la
suspension cellulaire, 1 ml de cette suspension est transféré dans une nouvelle boite de culture
T75 contenant 19 ml de milieu complet. Les cellules sont ensuite incubées dans une
atmosphére humide contenant 5 % de CO..
Pour I’expérience, les cellules ont été ensemencées en boite de culture 12 puits sur des
couvres-objets stériles a une densité de 40 000 cellules par puits 24 h avant le début
I’expérience. Pour cela, la densité cellulaire a été déterminée a I’aide d’une chambre de
Burker et la suspension cellulaire a été diluée de maniére adéquate. Les cellules ont ensuite
été ensemencées et incubées pendant 24 h a 37 °C dans une atmosphére humide contenant 5
% de CO, (Tableau 2.4).
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Espéce

Mutant

Descritpion

B. abortus 2308 Sauvage

2308 mCherry

B. abortus 2308

Exprime la protéine fluorescente mCherry sous le
contréle d’un promoteur fort constitutif de B. abortus
(PsojA, promoteur d’une Sec translocase).

AvirB

Délétant total de I’opéron virB, systéme de sécrétion
de type 4 de B. abortus 2308

B. melitensis 16M Sauvage

Tableau 2.5. Cultures bactériennes - Description des différentes souches et mutants utilisés

2YT (16 g/l Bacto™ tryptone, 10 g/l BactoYeast extract and 5 g/l NaCl) (BD, USA)

Glycérol (VWR, Canada)

2YT solide (32 g/l LB agar, 5 g/l d’extraits de levures, 6 g/l de peptone et 1 g/l

d’agar) (BD, USA)

Kanamycine (Foremedium, RU)

Anses

Tube de 50 ml (Coring, USA)

Boites de petri (Sarstedt, Allemagne)

Tableau 2.6. Culture bactérienne — Matériel et milieux de culture utilisés




1.2. Souches bactériennes

a. Souches bactériennes utilisées

Comme indiqué dans la Iégende des figures, par défaut, les expériences d’infection
réalisées au cours de ce mémoire font appel a la souche B. abortus 2308 mCherry, un mutant
de B. abortus 2308 qui exprime constitutivement la protéine fluorescente mCherry et qui est
résistant a la kanamycine. Cependant, dans une expérience de comparaison, nous avons
réalisé des infections de cellules RAW264.7 par différentes souches et mutants de B. abortus
qui sont décrits dans le Tableau 2.5.

b. Cultures bactériennes

Les bactéries sont stockees a -80 °C en phase exponentielle de croissance dans du
milieu 2YT liquide supplémenté de 30 % de glycérol. Elles sont étalées sur boites de milieu
2YT solide (supplémenté de 10 ul/ml de kanamycine pour B. abortus 2308 mCherry) et
incubées pendant 2 jours a 37 °C. Les bactéries sont ensuite cultivées dans 10 ml de milieu
2YT liquide (supplémenté de 10 pug/ml de kanamycine pour B. abortus 2308 mCherry)
pendant 18 h a 37 °C sur un agitateur rotatif (170 rpm) (Tableau 2.6.).

2. Procédure d’infection cellulaire

2.1. Procédure classique

Les cellules RAW?264.7 sont ensemencées a la densité adéquate (Tableau 2) dans du DHG-L1
contenant 10 % de SVFi et incubées pendant 24 h a 37 °C dans une atmosphere humide
contenant 5 % de CO,. La culture bactérienne en milieu liquide est centrifugée a 3500 rpm
pendant 10 min afin de culotter les bactéries. La surnageant est décanté et le culot bactérien
est resuspendu dans 10 ml de DHG-L1 + 10 % SVFi. La densité optique (D.O.) de cette
suspension est mesurée a 600 nm. Sachant qu’une unité de D.O. correspond a une densité
bactérienne de 3.10° de bactéries par ml, la suspension bactérienne est diluée dans du DHG-
L1 + 10 % SVFi frais de maniére a obtenir une MOI (multiplicity of infection) de 300, c’est-a-
dire 300 bactéries par cellule eucaryote.

Pour les infections, le milieu de culture des cellules RAW264.7 est remplacé par cette
suspension bactérienne (cellules infectees) ou par du DHG-L1 + 10 % SVFi frais (cellules
controles). La boite de culture est alors centrifugée a 1200 rpm pendant 10 min afin de
favoriser la sédimentation et I’adhérence des bacteries aux cellules eucaryotes. Ensuite, les
cellules sont incubées pendant 1 h a 37 °C dans une atmosphére humide contenant 5 % de
CO,. A la fin de I’incubation, la suspension bactérienne est enlevée, les cellules sont rincées 3
fois avec 1 (boites de culture a 12 puits) ou 2 ml (boites de culture a 6 puits) de PBS et
incubées dans du DHG-L1 + 10 % SVFi supplémenté de gentamycine 50 ug/ml a 37 °C dans
une atmosphere humide contenant 5% de CO, pour la durée désirée. Pour les temps Pl longs,
le milieu est remplacé par du DHG-L1 + 10 % SVFi frais supplémenté de 50 pg/ml de
gentamycine apres 24 h d’incubation.

Pour I’infection de cellules MEF, la procédure d’infection est identique a celle décrite ci-
dessus, par contre, I’incubation suivant celle-ci est différente. En effet, les cellules vont étre
incubées dans la gentamycine 50 ug/ml pendant 1 h, puis dans de la gentamycine 10 pg/ml
pour le reste de I’incubation (Tableau 2.7.).

2.2. Infection par des bactéries mortes

Dans certaines conditions, I’infection a eu lieu avec des bactéries qui ont été tuées avant la
procédure d’infection classique décrite ci-dessus. Pour ce faire, nous avons utilisé deux
techniques differentes. Premierement, les bactéries ont été tuées a la chaleur : la culture
bactérienne est centrifugée a 3500 rpm puis le culot bactérien est resuspendu dans du DHG-
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Infection classique
- Milieu de culture pour cellules RAW?264.7
0 Milieu DHG-L1 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium + high glucose (4,5
g/l) + NaHCOs3 (1,5g/1)) (Gibco, RU)
0 Sérum de veau feetal inactivé par la chaleur (SVFi) (Gibco, RU)
- Milieu de culture pour B. abortus 2308
o 2YT (16 g/l Bacto™ tryptone, 10 g/l BactoYeast extract and 5 g/l NaCl) (BD,
USA)
- Boites de culture 6 ou 12 puits (Corning Incorporated, USA)
- Gentamycine (Invitrogen, USA)
- PBS (Phosphate Buffer Saline) stérile (0,9 % NaCl, 10 mM KH,PO,; pH 7,4)
(Lonza, Suisse)
- Centrifugeuse (Juan, France)
- Spectrophotométre (Thermo Scientific, USA)

Infection par des bactéries mortes
- Milieu de culture pour cellules RAW?264.7
0 Milieu DHG-L1 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium + high glucose (4,5
g/l) + NaHCOs3 (1,5g/1)) (Gibco, RU)
- Paraformaldéhyde 4% (Merck, USA)
- PBS (Phosphate Buffer Saline) stérile (0,9 % NaCl, 10 mM KH,PO,; pH 7,4)
(Lonza, Suisse)
- Bain-marie
- Centrifugeuse (Juan, France)
- Spectrophotométre (Thermo Scientific, USA)

Controles réalisés
- PBS (Phosphate Buffer Saline) stérile (0,9 % NaCl, 10 mM KH,PO,; pH 7,4)
(Lonza, Suisse)
- Triton-X-100 (Sigma, USA)
- Microtubes de 1,5 ml steriles (Sarstedt, Allemagne)
- Vortex
- Anses
- Boites de pétri (Sarstedt, Allemagne)
- Milieu d culture pout B. abortus 2308
0 2YT solide (32 g/l LB agar, 5 g/l d’extraits de levures, 6 g/l de peptone et 1
g/l d’agar) (BD, USA)

Tableau 2.7. Infections cellulaires — Matériel et réactifs utilisés
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Figure 2.1. Western Blot en fluorescence - Principe

Aprés la migration sur gel de polyacrylamide, les protéines sont transférées sur une membrane de
PVDF ou le marquage spécifique des protéines d’intérét pourra s’effectuer. Un anticorps primaire
reconnaissant spécifiquement la protéine sera ensuite reconnu par un anticorps secondaire couplé a un
fluorochrome qui pourra é&tre détecté a I’aide d’un scanner a infrarouges. (Modifié de
http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/Westernblot.html - visité le 15 octobre 2011)




L1. La suspension bactérienne est alors incubée pendant 1 h a 80 °C. Ensuite, la DO a 600 nm
est mesurée au spectrophotomeétre. Le reste des étapes de I’infection se déroule comme décrit
au point 2.1. Dans une deuxieme condition, les bactéries ont été fixées au PFA
(paraformaldehyde) : la culture bactérienne est centrifugée a 3500 rpm, puis le culot bactérien
est resuspendu dans 5 ml de PFA 4 %. Les bactéries sont incubées pendant 10 min a
température ambiante puis elles sont centrifugées a 3500 rpm pendant 10 min. Le culot
bactérien est alors resuspendu dans 10 ml de PBS stérile. Ces deux dernieres étapes sont
répétées 3 fois. Au terme ces traitements, la DO a 600 nm est mesurée au spectrophotométre
et la suite de la procédure d’infection est identique a celle décrite au point 2.1. (Tableau 2.7.).

2.3. Controles CFU réalisés

Il existe deux types de contréles CFU (Colony Forming Unit) réalisés. Premierement, un
contréle de la dose infectante. Pour cela, 100 ul de la suspension bactérienne déposée sur les
cellules lors de I’infection vont étre dilués dans du PBS stérile et ce, de maniére sériée (de 10
en 10) et 100 ul des dilutions adéquates seront étalés sur boite de milieu 2YT solide afin de
pouvoir dénombrer les CFU. Deuxiémement, dans certaines expériences, un puits de cellules
infectées supplémentaire est prévu et ce, pour chaque temps post-infection d’une expérience
donnée. Au terme de I’infection, les bactéries intracellulaires sont récupérees aprés une lyse
des tapis cellulaires afin de compter les CFU et ainsi d’estimer/quantifier I’efficacite de
I’infection. Les cellules exposées a Brucella sont rincées 3 fois avec 1 (boite de culture a 12
puits) ou 2 ml (boite de culture a 6 puits) de PBS a température ambiante puis lysées pendant
15 min avec le méme volume de PBS contenant 0,1 % de Triton-X-100. Ensuite, le lysat
cellulaire est homogéneise et dilué de maniére sériée (de 10 en 10) dans du PBS stérile (pour
un volume final de 1 ml). Enfin, un volume de 100 ul des dilutions adéquates est étalé sur des
boites de milieu 2YT solide. Ces boites sont incubées pendant 3 jours a 37 °C et les CFU sont
comptées (Tableau 2.7.).

3. Analyse de I’abondance des protéines par la technique du Western
Blot en fluorescence

3.1. Principe

Le Western Blot est une technique permettant la séparation électrophorétique de protéines
selon leur poids moléculaire, leur détection et leur quantification relative. Tout d’abord, les
échantillons protéiques (obtenus par la préparation de lysats cellulaires) sont dénaturés a haute
température et en présence de SDS, qui va conférer une charge négative aux protéines. Les
échantillons sont ensuite chargés sur un gel d’acrylamide et la migration se produit sous
I’effet d’un courant électrique. Aprés la migration, les protéines sont transférées sur une
membrane ou le marquage spécifique des protéines d’intérét pourra s’effectuer. En effet, un
anticorps primaire dirigé contre la protéine sera reconnu par un anticorps secondaire couplé a
un fluorochrome qui pourra étre détecté a I’aide d’un scanner & infrarouges™* (Figure 2.1.).

3.2. Préparation des lysats cellulaires

Les cellules RAW264.7 sont ensemencées dans des boites de culture a 6 puits a une densité
de 600 000 cellules par puits dans du milieu DHG-L1 + 10 % SVFi avant d’étre exposees a
une suspension de B. abortus selon le protocole décrit au point 2.1. A 5, 24 ou 48 h PlI, les
cellules sont rincées 3 fois avec 2 ml du PBS a température ambiante. Ensuite, les cellules
sont raclées dans 800 ul de PBS, la suspension cellulaire est transférée dans un microtube de
1,5 ml et centrifugée a 1000 rpm pendant 5 min. Le surnageant est décanté et le culot
cellulaire est resuspendu dans 50 ul de tampon de lyse dont la composition est reprise au
Tableau 8. Les échantillons seront ensuite soumis a une agitation rotative a 4 °C pendant 30
min avant d’étre centrifugés a 13 000 rpm pendant 10 min a 4 °C. Les surnageants (= lysats
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Tampon de lyse :

o0 Tampon DLA (7 M Urée, 2 M Thiouree, 4 % Chaps, 30 mM Tris; pH 8,5)
o DTT a60 mM (DiThioThreitol, Sigma-Aldrich, USA)

0 4% PIC (Protease Inhibitor Cocktail; Roche, Allemagne)

0 4 % PIB (Phosphatase Inhibitor Buffer; Roche, Allemagne)

PBS (Phosphate Buffer Saline : 0,9 % NaCl, 10 mM KH,PQOy; pH 7,4)
Racloir a cellules de 25 cm (TPP, Suisse)
Microtubes 1,5 ml (Sarstedt, Allemagne)
Centrifugeuse a 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5415R, Allemagne)
Tampon de charge (pour 5 ml):

o 0,19 SDS (Merck, USA)

o 1 ml glycérol (Merck, USA)

o 2,5mlTris HCI 0,5 M pH 6,8 (Merck USA)

o 15 ml H,0
Bain marie

Tableau 2.8. Western blot : préparation des lysats cellulaires — Matériel et réactifs utilisés

0,5
0,4
20,3
20,2
0,1

0

Courbe d'étalonnage en BSA Figure 2.2. Western blot :
Dosage proteique — Exemple de

courbe d’etalonnage en BSA

La concentration en protéines dans
les échantillons peut étre calculée a
partir de I’équation de la droite
d’étalonnage. A partir de la formule
obtenue via la droite de calibrage, le
concentration d’un échantillon est
0 2 4 6 8 10 12 calculée comme suit : Cygen = (DOggo

Concentration en BSA (ug/test) +0,0182)/0,0465

y =0,0465x - 0,0182 o
R2=0,99988 _

Plague 96 puits transparente (Greiner BioOne, Autriche)
Réactif de Pierce (Thermo Scientific, USA)

lonic Detergent Compatibily Reagent (Thermo Scientific, USA)
ASB (Albumine Sérique Bovine) (Sigma, USA)
Spectrophotometre (Bio-Rad, USA)

H,O

Tableau 2.9. Western Blot : dosage protéique — Matériel et réactifs utilisés

Gel NUPAGE Bis-Tris Mini Gel 10% (Invitrogen, USA)

Bleu de charge NUPAGE (Invitrogen, USA)

Cuve d’électrophorese (Invitrogen, USA)

Tampon d’électrophorése NUPAGE : MOPS SDS (Invitrogen, USA)
Antioxydant NUPAGE (Invitrogen, USA)

Genérateur de courant (Bio-Rad, USA)

Tableau 2.10. Western Blot : électrophorese — Matériel et réactifs utilisés




- Appareil de transfert (GE Healthcare, Belgique)
- Papier Whatman (Merck, USA)
- Membrane PVDF (PolyVinyliDene Fluoride) (Millipore, USA)
- Tampon de transfert NUPAGE
0 10 ml de Tampon de transfert concentré 20 x (Invitrogen, USA)
0 170 ml d’eau distillée
0 20 ml de méthanol (Merck, USA)
0 800 ul d’antioxydant (Invitrogen, USA)

Tableau 2.11. Western Blot : transfert — Matériel et réactifs utilisés




clairs ne contenant plus le matériel insoluble au tampon de lyse), sont récupérés et transférés
dans un microtube 1,5 ml. Afin de pouvoir sortir les échantillons du BL3, ceux-ci sont
supplémentés de 50 ul de tampon de charge et incubés pendant 4 min a 100 °C. Une fois
refroidis, les échantillons peuvent étre stockes a -20 °C (Tableau 2.8.).

3.3. Dosage de proteines par la méthode de Pierce

Ce dosage repose sur deux reactions. Premierement, le milieu alcalin fourni par le réactif de
dosage va permettre aux ponts peptidiques de réduire le Cu** en Cu*. La quantité de Cu* sera
donc proportionnelle a la quantité de protéines totale présente dans la solution. Ensuite,
I’acide bicinchoninique (BCA) va chélater le Cu” et former un composé dont I’absorbance
pourra étre détectée a 562 nm (Chemistry of Protein Assays, Thermo Scientific).

Dans une plaque 96 puits, un volume de 10 pl d’une solution d’albumine sérique bovine
(ASB) a différentes concentrations (0; 1; 2,5;5; 7,5 et 10 ug par 10 ul) est ajouté dans les
puits, de maniere a réaliser une droite d’étalonnage (un exemple d’une droite d’etalonnage est
présenté a la Figure 2.2.). Une fois I’ABS diluée de maniére adéquate, les échantillons sont
dilués 10 fois dans de I’eau (1 ul d’échantillon dans un volume final de 10 pl), et enfin 150 pl
de réactif de Pierce supplémentés en réactif de compatibilité pour détergents ioniques (car
présence de SDS dans I’échantillon) sont ajoutés a chaque puits (Tableau 2.9.). Apres une
incubation de 5 min, I’absorbance du produit de réaction est lue a 660 nm dans un
spectrophotometre. Enfin, la concentration en protéines dans les échantillons peut étre
calculée a partir de I’équation d’une droite d’étalonnage réalisée au moment de chaque dosage
(Figure 2.2.).

3.4. Electrophorese

Pour chaque condition, un volume d’extrait protéique correspondant a 20 ug de protéines est
préparé dans un microtube de 1,5 ml. Ceux-ci sont ensuite supplémentés en bleu de charge
pour NuPAGE (concentré 4 fois), incubés 10 min a 70 °C et enfin « spines ».

Le tampon de transfert stock est dilue 20 fois dans de I’eau distillée (volume final : 800 ml).
Le peigne du gel est retiré et les puits sont rincés avec ce tampon de transfert. Le gel est
ensuite placé dans la cuve d’électrophorése. Un volume de 200 ml de ce tampon de transfert
contenant des antioxydants est placé entre les gels. Les 600 ml restant sont placés de part et
d’autre des gels. Ensuite, les échantillons sont chargés dans les différents puits et les protéines
sont résolues par migration dans le gel d’électrophorese pendant environ 45 min gréace a une
difféerence de potentiel constante de 200 V (V=RI) circulant entre les deux électrodes
(Tableau 2.10.).

3.5. Transfert

Une fois la migration terminée, le gel est démoulé et incubé pendant 10 min dans du tampon
de transfert (Tableau 2.11.). La membrane de PVDF est humidifiée pendant 1 min dans du
méthanol puis rincée dans de I’eau désionisée et enfin incubée pendant 10 min dans du
tampon de transfert. Ensuite, le gel et la membrane sont assemblés selon un dispositif en
sandwich (Figure 2.3.) dans la cuve de transfert. Chaque couche du montage est humidifiée
avec du tampon du transfert et placée soigneusement de maniére a ne pas avoir de bulle d’air.
Une fois le montage terming, le transfert « semi-dry » se déroule pendant 2 h sous un courant
électrique de 1 mA/cm? (Tableau 2.11.).

3.6. Révelation et quantification de la protéine d’intérét

A la fin du transfert des protéines, la membrane de PVDF est incubée pendant 1 h a
température ambiante avec du tampon de blocage dilué 2 fois dans du PBS. Ensuite, elle est
incubée pendant 1h a température ambiante avec I’anticorps primaire dilué de maniére
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Transfer buffer

Cathode ()

Filter paper
Gel

Nitrocellulose membrane * B

Filter pé =)

Membrane
(with transferred
proteins)

Anode (+)

*If proteins are hydrophobic,
use PVDF membrane instead

Figure 2.3. Western Blot : Schéma du dispositif de transfert

Une fois la migration terminée, le gel est démoulé et incubé 10 min dans du tampon de transfert. La
membrane de PVDF est humidifiée pendant 1 min dans du méthanol puis rincée dans I’eau milliQ et
enfin incubée 10 min dans du tampon de transfert. Ensuite, le gel et la membrane sont assemblés en
sandwich dans la cuve de transfert. Chaque couche du montage est humidifiée avec du tampon du
transfert et placée soigneusement de maniére a ne pas avoir de bulle d’air. Une fois le montage
terming, le transfert « semi-dry » se déroule pendant 2 h sous un courant électrique de 1 mA/cm2.
(http://en.wikipedia.org/wiki/Western_blot - visité le 15 octobre 2011)

Protéine PM Références des anticorps Dilution Incubation | Hote
(kDa)
CHOP10 30 (1) Santa-Cruz 1:200 30" -37°C | Souris
Sc-7351 monoclonal

(2) Westburg, Netherlands | 1:10000 |1h-TA Chevre
IRDye 800 Anti-Rabbit 1gG

(H+L)
ATF4 42 (1) Abcam 1: 8000 1h-TA Lapin
Ab 105383 polyclonal

(2) Westburg, Netherlands | 1:10000 |1h-TA Chevre
IRDye 800 Anti-Rabbit IgG

(H+L)
a-tubuline | 55 (1) Sigma 1:20000 |1h-TA Souris
T5168 monoclonal

(2) Westburg, Netherlands | 1:10000 |1h-TA Chevre
IRDye 680 Anti-Mouse 1gG
(H+L)

Tableau 2.12. Western Blot : révélation des protéines d’intérét — Conditions d’utilisation des
anticorps primaires (1) et secondaires (2) utilisés.

TA : température ambiante. 1gG : Immunoglobuline de type G.




- Tampon de blocage LI-COR (LI-COR biosiences, USA)

- PBS (Phosphate Buffer Saline : 0,9 % NaCl, 10 mM KH,PO,4 pH; 7,4)
- Tween 20 (Sigma Aldrich, USA)

- PBS-T 0,1 % (PBS contenant du Tween 20 a 0,1%)

- Anticorps primaires et secondaires (voir tableau 15)

- Scanner Odyssey LI-COR (LI-COR Biosiences, USA)

Tableau 2.13. Western Blot : révélation des protéines d’intérét — Matériel et réactifs

Figure 2.4. RT-gPCR : principe —
Mode de fonctionnement du SYBR
Green

Le SYBR Green est une cyanine
asymétrique qui se lie de maniere
aspécifique a I’ADN double brin. Le
composé posséde une faible fluorescence
lorsqu’il se trouve libre en solution mais
I’intensité de sa fluorescence est jusqu’a
1000 fois plus élevée lorsqu’il lie I’ADN
double brin. Le signal de fluorescence
généré est donc directement
proportionnel a la quantité d’ADN double
brins présent et dépend donc de la
quantité d’amplicons présente au début
de la réaction (http://www.bio-rad.com -
visité le 21 octobre 2011)
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Figure 2.5. RT-gPCR en temps réel
— Principe

Au fil des cycles d’amplification, I’ADNc
cible sera amplifié spécifiquement grace a
un couple d’amorces s’hybridant de part et
d’autre de sa séquence. La quantité d’ADN
double brins va donc augmenter et le signal
de fluorescence émis par le SYBR Green
sera ainsi plus intense. Ce dernier est
mesuré apres chaque cycle d’amplification.
Plus la quantit¢ d’ADNc cible présente
dans le mélange réactionnel avant le début
de la réaction est importante, plus le
nombre de cycles nécessaires pour que le
signal fluorescent dépasse le seuil (Ct) est
faible.

(modifié de http://www.nchi.nlm.nih.gov/projects/genome/probe/doc/TechQPCR.shtml - visité le 21

octobre 2011)



Au BL2
- RNeasy miniKit (Qiagen, Allemagne)
0 TamponRLT
o Tampon RW1
o Tampon RPE
0 Eau RNase-free
0 Colonne RNeasy spin
- Gants RNase Free
- Ethanol RNAase-free a 70 % (Merck, USA)
- Microtubes (Sarstedt, Germany)

AU BL3

- miRNeasy miniKit (Qiagen, Allemagne)
Colonnes RNeasyMini Spin
Micrtubes de 2 ml
Microtube 1,5 ml
H,O RNase-Free
Tampon de lyse QIAzol
Tampon RWT

o Tampon RPE

- Chloroforme RNase-free
- Gants RNase-free
- Ethanol RNase-free a 70% et 100 % (Merck, USA)

OO0o0oo0Oo0oo

Tableau 2.14. Extraction d’ARN - Matériel et réactifs utilisés




adéquate (Tableau 2.12.) dans du tampon de blocage contenant 0,1 % de Tween 20 (Licor-T
0,1 %). A la fin de I’incubation, la membrane est rincée 4 fois 5 min avec du PBS-T 0,1 %
avant d’étre incubée pendant 1 h avec I’anticorps secondaire dilué de maniere adéquate
(Tableau 15) dans du Licor-T 0,1%. La membrane est a nouveau rincee 4 fois 5 min avec du
PBS-T 0,1 % puis 2 fois avec du PBS ne contenant pas de Tween 20. La membrane est alors
séchée pendant 30 min a 37 °C et enfin analysée a I’aide du scanner a infrarouge Odyssey LI-
COR (Tableau 2.13.).

4. RT-gPCR quantitative en temps réel

4.1. Principe

L’ARN total est extrait des cellules. Une quantité définie de celui-ci est rétro-transcrite en
ADNCc, qui sera quantifié a I’aide d’une PCR quantitative en temps réel. Cette technique est
au niveau réactionnel semblable a une PCR classique, c’est-a-dire qu’un fragment cible
d’ADNCc est amplifié spécifiguement grace a un couple d’amorces s’hybridant de part et
d’autre de I’amplicon. Sa particularité, comme son nom I’indique, est de mesurer la quantité
d’ADN produit apres chaque cycle d’amplification. La détection est possible grace au SYBR
Green (Figure 2.4.). Grace a la cinétique d’apparition du produit, il est possible de déterminer
la quantité d’ADNCc d’intérét initialement présente dans le mélange réactionnel PCR (Figure
2.5.). Cette technique permet donc de quantifier I’abondance relative des transcrits de
protéines d’intérét dans les différentes conditions étudiées.

4.2. Extraction d’ARN
L’extraction d’ARN total est réalisée a I’aide du QiaCube (Qiagen, Allemagne)

a. Au BL2 : RNeasy miniKit

Au terme des différents temps post-infection, les celluls sont rincées 1 fois avec 1
(boites de culture a 12 puits) ou 2 ml (boites de culture a 6 puits) de PBS (4 °C) avant d’étre
lysées par I’addition de 350 ul de tampon de lyse RLT. Le lysat cellulaire est alors transferé et
homogénéisé dans un microtube de 1,5 ml, auquel on ajoute 350 ul d’éthanol 70 %. Les lysats
sont ensuite transféres sur une colonne RNeasy spin et centrifuges pendant 30 s a 12000 rpm.
La colonne est rincée avec 700 pl de tampon RW1, puis deux fois avec 500 ul de tampon
RPE. L’ARN est ensuite élué dans 30 ul d’eau RNAse-free. L’ARN récolté de cette maniere
peut étre stocké/conservé a -70 °C (Tableau 2.14.).

b. Au BL3 : miRNeasy miniKit

Aux différents temps post-infection, les cellules RAW264.7 sont rincées 1 fois avec 1
(boites de culture a 12 puits) ou 2 ml (boites de culture a 6 puits) de PBS avant d’étre lysées
par I’addition de 700 ul de Qiazol. Le lysat cellulaire est transferé et homogénéisé dans un
microtube de 1,5 ml. Ensuite, les lysats sont supplémentés de 140 ul de chloroforme, vortexés
pendant 1 min, incubés 5 min a température ambiante et enfin centrifugés 15 min a 12000
rpm a 4 °C. Au terme de cette centrifugation, la phase aqueuse et supérieure est transférée
dans un nouveau microtube de 2 ml. Aprés cette étape, les échantillons peuvent étre sortis du
BL3 et les étapes suivantes seront réalisées a I’aide du Qiacube.
Un volume de 525 ul d’éthanol 100 % est ajouté a la phase aqueuse, I’homogénéisation se fait
par pipetage. Ensuite, 700 pl du mélange sont transférés sur une colonne RNeasy et
centrifugés a 8000 g pendant 15 s a tempeérature ambiante. Puis la méme étape est réalisée
pour le volume de I’échantillon restant. Ensuite, 700 ul de tampon RWT sont ajoutés sur la
colonne et centrifugés pendant 15 s a 8000 g afin de rincer la colonne. De méme, 500 ul de
tampon RPE sont ajoutés et centrifugés pendant 15 s a 8000 g pour rincer la colonne une
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- H,0 RNase-free
- Gants RNase-free
- NanoDrop (ThermoScientific, USA)

Tableau 2.15 : Dosage d’ARN — Matériel et réactifs utilisés

- Kit reverse transcription (Roche, Allemagne)
o Transcriptase réverse (RT)

Tampon RT 5 x

Inhibiteur de Ribonucléase

dNTP mix

Oligo(dT) (250 ng/ul)
0 Eau RNase-Free

- Gants RNase-free

O0Oo0oo0oo

Tableau 2.16 Transcription réverse— Matériel et réactifs utilisés

Géne Manufa- | Primer | Sequence Concentr
cturer ation
(nM)
Ddit3 IDT F CGTCCCTAGCTTGGCTGACA 300
R TCTGGAGAGCGAGGGCTTT 300
HPRT1 IDT F AAAGCCTAAGATGAGCGCAAGT 300
R CCACAGGACTAGAACACCTGCTAA 300
IL-6 IDT F CCTAGTGCGTTATGCCTAAGCA 300
R TCGTAGAGAACAACATAAGCTAGATACCT | 300
IL-10 IDT F AGTTCAGAGCTCCTAAGAGAGTTGTGA 300
R CCTCTGAGCTGCAGGAA 300
ppplrl5a | IDT F TCCTCTAAAAGCTCGAAGGT 300
R CAAAGCGGCTTCGATCTC 300
TGFB IDT F TGGAGCAACATGTGGAACTC 300
R CAGCAGCCGGTTACCAAG 300
TNFa. IDT F GAAACACAAGATGCTGGGACAGT 300
R CATTCGAGGCTCCAGTGAATTC 300
IL-1A IDT F TTGGTTAAATGACCTGCAACA 300
R GAGCGCTCACGAACAGTTG 300
IL-1B IDT F TGTAATGAAAGACGGCACACC 300
R TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG 300
IFNa IDT F ACCCAGCAGATCCTGAACAT 300
R AATGAGTCTAGGAGGGTTGTATTCC 300
IFNB IDT F CACAGCCCTCTCCATCAACTA 300
R CATTTCCGAATGTTCGTCCT 300
CXCL-1 IDT F CACCTCAAGAACATCCAGAGCTT 900
R GTGGCTATGACTTCGGTTTGG 300

Tableau 2.17. RT-qPCR en temps réel - Amorces utilisées. IDT : Integrated DNA Tchnologies, F :
Forward, R : Reverse.

- Plaque 96 puits (Applied Biosystems, USA)

- Power SYBR Green PCR mix (Applied Biosystems, USA)

- Primers Forward et Reverse (voir tableau 17)

- cDNA rétrotranscrit a partir des extraits d’ARN (voir point 4.4.)

- 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA)
- H0

Tableau 2.18. Real-time PCR — Matériel et réactifs utilisés




nouvelle fois. Ensuite, 500 ul de tampon RPE sont ajoutés sur la colonne et centrifugés
pendant 2 min & 8000 g. La colonne est alors placée sur un nouveau tube collecteur de 2 ml et
centrifugée a 12 000 g pendant 1 min afin d’éliminer les éventuels résidus de tampon RPE. La
colonne est ensuite transférée sur tube collecteur de 1,5 ml et 40 ul d’H,O RNase-free y sont
ajoutés. Une centrifugation pendant 1 min a 8000 g permet d’éluer ’ARN. L’ARN ainsi
obtenu peut étre stocké a -70°C jusqu’a utilisation (Tableau 2.14.).

4.3. Dosage de ’ARN

Un volume de 1,5 pul de la suspension est prélevé pour la détermination de la concentration
réalisée au NanoDrop, basée sur I’absorption des acides nucléiques dans I’'UV a 260 nm. La
concentration est calculée a partir de la formule :

Concentration (ng/ul) = A (absorbance) / e (coefficient d’extinction de I’ARN) (Tableau
2.15)).

4.4. Transcription réverse

Un volume correspondant a 2 ug d’ARN est prelevé de I’échantillon et est mélangé a 1 pl
d’oligo(dT), puis porté a un volume de 13 ul avec de I’eau RNase-free. Le mélange est incubé
pendant 10 min a 65 °C puis placé directement sur glace (4°C). Ensuite, on ajoute 7 ul de
« master mix » comprenant 4 ul de Tampon RT (concentré 5 fois), 0,5 ul de transcriptase
inverse, 0,5 ul d’inhibiteur de ribonucléase et 2 ul de dNTP mix. Ce mélange est ensuite
incubé pendant 30 min a 55 °C, puis 5 min & 85 °C. A la fin de I’incubation, I’échantillon est
placé sur glace et spiné 20 s. L’ ADNCc ainsi produit est stocké a -20 °C (Tableau 2.16.).

4.5. Real-time PCR

On prépare un melange pour chaque échantillon destiné a étudier I’expression d’un géne
d’intérét, contenant par puits : 12,5 ul de SYBR Green, 2,5 ul d’eau, 2,5 ul de primer forward
et 2,5 ul de primer reverse (Tableau 2.17.) et 5 ul d’ADNCc dilué 100 fois. Ensuite, la plaque
96 puits est recouverte d’un film plastique, centrifugée pendant 1 min a 600 rpm et placée
dans I’appareil. La PCR commence par une étape de 10 min a 95 °C permettant la
dénaturation de I’ADNCc, puis 40 cycles de 15 s de dénaturation a 95 °C entrecoupeés de cycles
de 1 min a 65 °C pour I’élongation. A la fin de la PCR, les données recueillies sont analysées
par la méthode du AACt (Cycle threshold). La valeur Ct d’un gene, qui est inversement
proportionnelle a la quantité d’ADN initiale, est normalisée par rapport a la valeur Ct obtenue
pour un gene de réference (HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase) pour une
condition donnée et correspond au ACt. On soustrait alors le ACt de la condition
expérimentale par rapport a la situation contréle, la valeur alors obtenue est le AACt.
L abondance relative du transcrit du gene de la situation d’intérét par rapport a la condition
controle est finalement calculée en effectuant le calcul : 2. L expression du géne d’intérét
est alors exprimée en nombre de fois d’induction par rapport & son abondance dans la
condition controle (Tableau 2.18.).

5. Immunocytochimie et observation en microscopie confocale

5.1. Principe

L’immunofluorescence est une technique de marquage qui permet de déterminer la
localisation subcellulaire d’une protéine d’intérét et d’estimer son abondance relative. La
visualisation requiert deux anticorps: un anticorps primaire reconnaissant de maniére
spécifique la protéine d’intérét et un anticorps secondaire, couplé a un fluorochrome, qui
reconnait I’anticorps primaire. Suite a une excitation par un laser, le fluorochrome va émettre
de la fluorescence, ce qui va permettre de localiser I’anticorps secondaire et donc la protéine
d’intérét a I’aide d’un microscope confocal.
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- Boite de culture a 12 puits (Corning, Incorporated, USA)
- Couvre-objets stériles (Karl Hecht KG, Allemagne)

- PFA (ParaFormAldehyde) a 4 %, Merck, USA)

- PBS-BSA (Bovine Serum Albumin) a 2 %, PAA laboratories, USA)
- PBS-Triton-X-100 a 1 % (Sigma Aldrich, USA)

- Chambre humide

- Anticorps primaires et secondaires (voir tableau 9)

- TO-PRO 3 (Invitrogen, USA)

- Lame de microscopie (Gerhard Menzel, Allemagne)

- Mowiol (Sigma Aldrich, USA)

- Microscope confocal Leica TCS SP5 Il (Leica, Belgique)

Tableau 2.19. Immunocytochimie — Matériel et réactifs utilisés

- Seringues (Terumo, Japon)
- Filtres 0,22um (Sarstedt, Autriche)
- Bain-marie
- Milieu de culture :
0 Milieu DHG-L1 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium + high glucose
(4,5 g/l) + NaHCO3 (1,59/1))
0 Sérum de veau feetal inactive (SVFi) par la chaleur (Gibco, RU)

Tableau 2.20. Préparation de milieux conditionnés — Matériel et réactifs utilisés




5.2. Méthode

Les cellules sont ensemencees a une densité de 300 000 cellules par puits (RAW264.7) ou
40 000 cellules/puits (MEF) dans des boites de culture a 12 puits contenant des couvre-objets
stériles. A 24 et 48 h PI, les cellules sont fixées pendant 15 min avec 500 ul de PFA a 4 %.
Les cellules sont ensuite rincées 3 fois avec 1 ml de PBS (RAW 264.7) ou DPBS (MEF)
avant d’étre perméabilisees avec 500 pl de PBS-Triton-X-100 1% pendant 5 min. Les cellules
sont ensuite rincées 3 fois avec 1 ml de PBS-ASB a 2% avant d’étre incubées pendant 2 h ,
avec I’anticorps primaire a la bonne dilution préparé dans du PBS-ASB a 2%, dans une
atmosphére humide et a température ambiante. Apres incubation, les cellules sont rincées 3
fois avec 1 ml de PBS-ASB 2 % et sont ensuite incubées pendant 1 h (dans une atmospheére
humide, a température ambiante et a I’obscurité) avec I’anticorps secondaire dilué (voir
Tableau 2.12.). Au terme de I’incubation, les cellules sont encore rincées une fois avec 1 ml
de PBS-ASB a 2 %.

Pour le marquage des noyaux, les cellules sont incubées 30 min avec du TO-PRO 3 dilue 80
fois dans du PBS contenant 2 % de RNase. Les cellules sont rincées une fois avec 1 ml de
PBS et ensuite montées sur des lames de microscopie avec du Mowiol. Finalement les lames
sont analysées au microscope confocal a fluorescence (Tableau 2.19.).

6. Préparation et utilisation de milieux conditionnés

6.1. Principe

Le terme milieu de culture conditionné désigne un milieu de culture dans lequel des cellules
ont déja été cultivées pendant une certaine période. Ce milieu contient donc des molécules
biologiques secrétées (protéines, ARN, lipides) par les cellules cultivées. Cependant, les
nutriments et facteurs de croissance initialement présents dans le milieu frais ont été en partie
consommes par les cellules lors de leur croissance. De méme, le métabolisme cellulaire
produit des déchets qui seront également retrouvés dans des milieux conditionnés.

Ces milieux peuvent étre utilisés pour cultiver d’autres cellules du méme type ou d’un type
différent (cellules naives) afin de rechercher I’effet biologique des molécules solubles
présentes dans ces milieux ou encore étre utilisés directement pour doser certaines molécules
comme des cytokines.

6.2. Méthode

Les cellules sont repiquées a en boites de culture 6 puits a une densité de 600000 cellules par
puits et infectées selon la procédure décrite au point 2.1. Les milieux conditionnés sont
prélevés a 33 h post-infection (car I’abondance de CHOP10 augmente entre 24 et 48 h PI, ce
qui suggere que les médiateurs solubles potentiellement responsables de sa production sont
présents dans le milieu entre ces deux temps) (Tableau 2.20.).

7. Incubation des cellules naives avec les milieux conditionnés

Les milieux de culture conditionnés de plusieurs puits sont regroupés. Ensuite, ils sont tout
d’abord filtrés a I’aide d’un filtre 0,22 um, puis, en fonction de I’expérience, incubés ou non
a 80 °C pendant 15 min pour dénaturer les protéines. Enfin, ces milieux vont étre dilués deux
fois dans du DHG-L1 + 10 % SVFi, et ce afin de fournir des éléments nécessaires a la survie
des cellules naives incubées avec le milieu conditionné.

Les cellules naives ensemencées en boites de culture 6 puits a une densité de 600 000 cellules
par puits. Le lendemain, les milieux conditionnés sont testés sur les cellules naives et sont
remplacés toutes les 24 h. Au terme de 24 ou de 48 h d’incubation avec les milieux de culture
conditionnes, I’ARN total des cellules naives est extrait et I’expression du géne Ddit3 sera
analysée par RT-gPCR en temps réel comme expliqué au point 4 du matériel et méthodes.
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Figure 2.7. ELISA : principe : Schéma représentant le principe d’un ELISA « en sandwich »

La manipulation se réalise dans une plagque 96 puits dont les puits sont tapissés avec un anticorps de
capture spécifique de I’antigéne que I’on souhaite étudier. Une fois retenu par I’anticorps de capture,
I’antigéne pourra étre reconnu par I’anticorps de détection. Ce dernier est couplé/conjugué a de la
biotine pourra fixer la peroxydase couplée a I’avidine. Le substrat de cette enzyme, est ensuite ajouté
pendant une durée déterminée permettant la réaction de révélation. L’abondance du produit de réaction
catalysée par I’enzyme, un composé chromogéne, sera directement proportionnelle a I’abondance de
I’antigéne dans I’échantillon de départ.

(Modifié de http://www.microscopesblog.com/2009/08/elisa.html - visité de 25 octobre 2011)

Solution A
0 1 mldeNayCO;a2 % (Merck, Allemagne)
0 10 pl de Tatrate de Na et K a 2 % (Merck, Allemagne)
0 10 ul de CuSO4 a 1 % (UCB, Belgique)

Réactif de Folin (Merck, Allemagne)

NaOH 1 N (Merck, Allemagne)

ABS (2 mg/ml) (Thermo Scientifique, USA)

Tableau 2.21. Folin — Matériel et réactifs utilisés




8. Dosage des cytokines dans les milieux conditionnés par la technique
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

8.1. Principe

Le test ELISA repose sur une technique basée sur I’immunologie qui permet de déterminer
I’abondance/concentration relative (ou la concentration absolue par référence a une courbe de
calibration/d’étalonnage) d’un antigene dans une solution. Dans le cadre de ce mémoire, nous
avons réalisé un ELISA dit «en sandwich » dans le but de déterminer I’abondance de
plusieurs cytokines presentes dans des milieux de culture conditionnés de macrophages
RAW264.7 exposés a B. abortus.

Ce test est réalisé dans une plaque 96 puits dont les puits sont tapissés avec un anticorps de
capture specifique a I’antigéne que I’on souhaite étudier. Une fois retenu par I’anticorps de
capture et apres des ringages, I’antigene sera reconnu par un anticorps de détection. Ce dernier
est conjugué a de la biotine et pourra lui-méme se lier a une enzyme de révelation comme la
peroxydase couplée a I’avidine. Le substrat de cette enzyme est ensuite ajouté et au terme
d’un temps d’incubation déterminé, I’abondance du produit de la réaction catalysée par
I’enzyme, un composé chromogeéne, sera déterminée par une mesure de I’absorbance a une
longueur d’onde propre a ce compose et ce, a I’aide d’un spectrophotomeétre. L’absorbance
qui est lue, pour autant qu’on reste dans la zone de linéarite du test, sera directement
proportionnelle a I’abondance/concentration de I’antigene dans I’échantillon de départ (Figure
2.7.). Les valeurs obtenues pour I’abondance des différentes cytokines a I’aide de ce test
ELISA seront ensuite normalisées par la quantité de protéines associées au tapis cellulaire
correspondant, qui sera determinée par la méthode de Folin.

8.2. Méthode

a. Dosage des proteines par la méthode de Folin

A 5, 20 et 44 h PI, les milieux conditionnés de macrophages RAW264.7 infectes par
B. abortus sont prelevés, filtrés a I’aide d’un filtre 0,22 um et stockés a -70 °C.
Une fois les milieux de culture conditionnés prélevés, les tapis cellulaires ont été rincés 2 fois
avec 2 ml de PBS, puis hydrolyses pendant 30 min dans 800 ul de NaOH a 0,5 N et stockés a
-20 °C en attendant le dosage.
L’ expérience est réalisée en plaque 96 puits. Premierement, I’ASB est hydrolysé dans du
NaOH a 0,5 N pour obtenir des solutions de concentrations croissantes (100 ; 200 et 400
Hg/ml) en ASB et ce, afin de réaliser une droite d’étalonnage. Ensuite, 20 ul de chaque
hydrolysat sera dilué 4 fois dans du NaOH (0,5 N) dans un volume final de 80 ul et 30 ul de
cette dilution seront placés dans un puits. Les blancs seront constitués en remplagant les 30 pl
d’échantillon par 30 ul de NaOH a 0,5 N.
Ensuite, 150 ul de solution A (Tableau 2.21.) sont ajoutés dans chaque puits. La plaque est
ensuite placée sur un agitateur rotatif (500 rpm) pendant 10 min. Au terme de cette
incubation, 15 pl de réactif de Folin dilué 2 fois dans de I’H,O distillée sont ajoutés dans
chaque puits. La réaction se deroule d’abord a température ambiante sous agitation rotative
(500 rpm) pendant 5 min puis a température ambiante pendant 30 min sans agitation.
L absorbance du produit de réaction est ensuite determinée a 740 nm a I’aide d’un
spectrophotometre.

b. ELISA

Un ensemble de 12 cytokines ont été quantifiées dans les milieux de culture
conditionnes de cellules RAW?264.7 infectées et ce, a différents temps PI1 (5, 20 ou 44 h) ou
des cellules non infectees (contréles) incubées pendant des temps équivalents, a I’aide d’un
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Cytokines

GM-CSF
MIP-1a
MIP-1b

IL-1a
IL-18
IL-10
IL-12
IL-23
IFNy
TNFa
MCP-1

IL-6

Controle négatif

5 h Contréle

5h Infecté

20 h Controle

20 h Infecté

Echantillons

44 h Contrdle

44 h Infecté

Controle positif

Figure 2.8. Design de la plaque ELISA pour la quantification des cytokines présentes dans les
milieux de culture conditionnés de cellules RAW?264.7 infectées par B. abortus.

L’abondance d’un ensemble de 12 cytokines a été quantifiée a I’aide d’un kit ELISA multi-analyses
(SaBiosciences). Ce kit contient une plaque 96 puits divisée en 12 strips de 8 puits tapissés avec des
anticorps de capture spécifiques a une cytokine d’intérét. Ce test permet donc I’analyse de 6
échantillons différents puisque deux rangées de puits sont réservées aux contréles positif et négatif.

Kit Multianalyte ELISArray (SA Biosciences, Allemagne)
- Plaque 96 puits tapissés avec des anticorps de capture
- Antigénes standards pour chaque cytokine étudiée (1 ug/ml)
- Anticorps de detection
- Conjugué Avidine-HRP
- ABS (10 %)

- Sérum d’ane

- Strip de tubes pour diluer les anticorps de détection
- Tampon de dilution des échantillons

- Tampon d’analyse

- Tampon de ringage

- Solution de développement

- Solution Stop

Tableau 2.22. ELISA — Matériel et réactifs utilisés
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Figure 2.9. Transfection de cellules RAW264.7 avec des sSiRNA — Principe

Les siRNA sont des ARN double brins, de 20 — 25 nucléotides, qui vont étre pris en charge par le
complexe protéique RISC. Ce complexe va dissocier les deux brins du duplexe sRNA et, aprés
hybridation a la séquence complémentaire de I’ARNm cible, assurera la dégradation des ARNm
complémentaires au siRNA par un clivage endoribonucléique dans I’hétéro-duplex formé d’un des
brins du siRNA et de I’ARNm (http://www.scbt.com/gene_silencers.html - visité le 1 novembre 2011)

- Boite de culture a 12 puits
- Milieu de culture :
0 Milieu DHG-L1 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium + high glucose (4,5
g/l) + NaHCOs3 (1,5g/1)) (Gibco, RU)
0 Sérum de veau feetal inactivé par la chaleur (SVFi) (Gibco, RU)
- Tampon siRNA 5X (Thermo Scientific, USA)
- SiIRNA CHOP10 — ON-TARGETplus smart pool (Dharmacon, Thermo Scientific,
USA)
- siRNA « RISC-Free » (Dharmacon, Thermo Scientific, USA)
- H,0 stérile

Tableau 2.23. Transfection siRNA — Matériel et réactifs




kit ELISA multi-analyses (Figure 2.8.). Les échantillons testés sont donc des milieux de
culture conditionnés de cellules RAW264.7 préparés selon le protocole décrit au point 6.

Ce kit contient une plaque 96 puits divisée en 12 strips de 8 puits tapissés par des anticorps de
capture spécifiques a chaque cytokine d’intérét. Ce test permet I’analyse de 6 échantillons
puisque deux rangées de puits sont réserves aux controles positif (cytokine recombinante
testée) et négatif (DHG-L1 + SVFi) (Figure 2.8.). Le kit comprend également I’ensemble des
anticorps de détection, des standards constitués des cytokines recombinantes (contrbles
positifs) ainsi que I’ensemble des réactifs nécessaires a la détection colorimétrique des
cytokines (Tableau 2.22.).

Le test a été réalisé conformément aux instructions fournies avec le kit. Premierement, 50 pl
de milieu conditionné (condition test), de DHG-L1+10 % SVFi (contrdle négatif) ou de
solution contenant la cytokine recombinante (contrdle positif) sont ajoutés aux 50 ul de
tampon d’analyse préalablement placés dans la plaque 96 puits. Au terme de 2 h d’induction,
la plaque 96 puits est rincée trois fois a I’aide du tampon prévu a cette effet. Deuxiemement,
100 ul de la solution contenant les anticorps de détection sont ajoutés dans les puits. Au bout
d’1 h, la plaque est rincée 3 fois avec le tampon prévu a cet effet. Troisiémement, 100 ul de
solution contenant I’avidine couplée a I’HRP vont étre ajoutés et incubés pendant 30 min.

Les derniéres étapes consistent a révéler la présence de I’HRP et donc de I’antigéne analyse.
Pour cela, 100 ul de solution de développement (contenant le substrat de I’HRP) sont ajoutés
dans les puits et la plague est incubée 15 minutes a I’obscurité. Au terme de ces 15 minutes,
100 ul de solution STOP sont ajoutés dans les puits afin de mettre a la réaction catalysée par
I’HRP. L’absorbance a 450 et 570 nm des solutions de trouvant dans les differents puits est
lue a I’aide d’un spectrophotometre dans les 30 min suivant I’ajout de la solution STOP. Les
valeurs de DO obtenues a 570 nm sont soustraites des valeurs obtenues a 450 afin de corriger
I’erreur qui serait due a des defauts du plastique de la plaque 96 puits.

Les résultats du dosage de cytokines dans les milieux de culture conditionnés sont normalisés
par le contenu en protéines des tapis cellulaires correspondants et donc exprimes en unités de
D.O. (obtenues lors de I’ELISA) par mg de proteines du tapis cellulaire.

9. Transfection des cellules RAW?264.7 avec des siRNA dirigés contre
I’ARNmM de CHOP10

9. 1. Principe

La transfection consiste a introduire du matériel étranger (acides nucléiques ou protéines) a
I’intérieur d’une cellule. Dans le cadre de ce mémoire, nous avons utilisé une méthode de
transfection chimique pour transfecter les cellules RAW264.7 avec des siRNA (small
interfering RNA). Cette approche par ARN interférents permet le silencage (knock down)
spécifique de I’expression d’un gene donné et constitue donc un niveau post-transcriptionnel
de la régulation de I’expression génique'®®. L’agent de transfection utilisé est le HiPerFect
(Qiagen), un meélange de peptides neutres et cationiques qui seront responsables de la
neutralisation des charges négatives des siRNA et donc permettront leur internalisation grace
a I’interaction des domaines hydrophobes des lipides avec la membrane plasmique. Les
SiRNA sont des ARNs double brins de 20 — 25 nucléotides qui, seront pris en charge par le
complexe protéique RISC (RNA Inducing Silencing Complex). Celui-ci, par I’intermédiaire
des protéines Argonautes, va induire la dégradation des ARNm complémentaires hybridés au
SiIRNA™®. Le clivage endoribonucléique dans la région de I’appariement signifie que les
ARNM cibles ne pourront plus étre traduits en protéines (Figure 2.9.).

La transfection des cellules avec un siRNA permet donc d’inhiber spécifiquement
I’expression d’un gene donné codant pour une protéine d’intérét.
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Plasmides

Plasmide rapporteur pGL3-ATF6a- Luc (Professeur Shyy, USA)
Plasmide vide pGL3 -basic

Plasmide d’expression pRL-SV40

Tableau 2.24. Plasmides utilisés pour la transfection des cellules RAW264.7 avec le plasmide
contenant le gene rapporteur luciférase (Firefly, FF) placé sous le contrdle d’un promoteur sensible au
facteur de transcription ATF6. Le plasmide d’expression de la luciférase de Renilla contient un géne
placé sous contrdle d’un promoteur constitutif SV-40 et est utilisé pour la normalisation des résultats
d’activité luciférase (FF) par I’efficacité de transfection.
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Figure 2.10. Principe et étapes du test « Dual luciférase ».

Le premier tampon LARII contient, de la luciférine, le substrat qui permet a la luciférase Firefly
d’émettre de la luminescence, alors que le tampon « Stop and Glo » permet d’inhiber la réaction de la
luciférase Firefly, et active la réaction catalysée par la luciférase Renilla, grace a la présence de
coelenterazine. Le ratio entre I’activité de la luciférase de Firefly par rapport a I’activité luciférase de
Renilla est ensuite calculé. Cette normalisation permet donc de corriger les valeurs pour I’efficacité de
la transfection dans les différentes conditions expérimentales (Manuel d’utilisation du kit Dual
luciférase, Promega).

- Plasmides contenant un gene rapporteur luciférase et plasmide d’expression (voir
tableau 27)

- Fugene HD (Roche, Allemagne)

- Opti-MEM (Invitrogen, USA)

- DHG-L1+SVFial0%

- Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega, USA)
- Luciferase assay substrate
- Passive lysis Buffer 5x
- Luciferase assay Buffer 2
- Stop and Glo substrate
- Stop and Glo buffer

- Luminomeétre (FB 12, Allemagne)

Tableau 2.25. Transfection des cellules RAW?264.7 avec les plasmides rapporteur et
d’expression de la luciférase — Matériel et réactifs utilisés.




9.2. Méthode

Les cellules RAW264.7 sont repiquees dans des boites de culture a 12 puits a la densité de
50000 cellules/puits dans 1 ml de milieu DHG-L1 + 10 % SVFi pendant 24 h & 37 °C dans
une atmosphere humide contenant 5 % de CO,. Ensuite, les milieux sont décantés et
remplacés par 200 ul DHG-L1 contenant 10 % SVFi. Des solutions de transfection contentant
10 pl d’HiPerFect, 200 pl de DHG-L1 et 750 ng de siRNA (ON-TARGETplus smart pool)
contre I’ARNm de CHOP10 ou de siRNA « RISC Free » (utilisés comme controles) sont
préparees. Les complexes (siRNA-agent de transfection) sont formés au cours d’une
incubation de 10 min a température ambiante. Les solutions sont ensuite ajoutées aux 200 pl
de milieu qui couvre les cellules. Pour les conditions correspondant aux cellules non
transfectées, on ajoute seulement 200 ul de DHG-L1 au milieu qui couvrent les cellules. Les
cellules sont ensuite incubées pendant 6 h a 37 °C dans une atmosphere humide contenant 5
% de CO, Au terme de cette incubation, un volume de 800 ul de DHG-L1 contenant 10 %
SVFi est ajouté dans chaque puits. Les cellules sont ensuite & nouveau incubées a 37 °C dans
une atmosphére humide contenant 5 % de CO; pendant 24 h d’étre infectées par B. abortus
(voir point 2.1) (Tableau 2.23.).

10. Transfection des cellules RAW264.7 avec des plasmides
rapporteurs-luciférase

10.1. Principe

Comme mentionné au point précédent, la transfection consiste en I’introduction de matériel
génetique a I’intérieur des cellules. Dans le but de caractériser I’état d’activité d’un facteur de
transcription, les systemes rapporteurs sont couramment utilisés car ils donnent une réponse
globale sur I’activité trans-activatrice du facteur étudié. Dans le cadre de ce travail, nous nous
sommes intéressés a I’activité du facteur de transcription ATF-6. Nous avons donc co-
transfecté des cellules RAW 264.7 avec un plasmide rapporteur (pGL3-ATF6a- Luc)
contenant le géne de la luciferase firefly placé sous le contr6le du promoteur d’un géne
d’intérét (ici ATF6), et un plasmide d’expression contenant le gene de la luciférase renilla
placé sous le contréle d’un promoteur viral (SV40 : Simian Virus - 40) constitutif et fort. La
quantité de luciférase Firefly sera donc proportionnelle au taux de transcription du géne
rapporteur placé sous contrdle d’un promoteur sensible a ATF6, et donc a I’activité de ce
facteur. Par contre, I’activité de la luciférase Renilla sera directement proportionnelle au
nombre de cellules transfectées et donc a I’efficacité de la transfection. La normalisation des
valeurs obtenues pour I’activité luciférase Firefly par I’activité de I’enzyme Renilla permettra
donc de tenir compte et de corriger ce facteur important qui pourrait varier entre les
différentes conditions expérimentales (Manuel du kit).

10.2. Méthode

Les cellules RAW?264.7 sont repiquees dans des boites de culture a 12 puits a une densité de
200000 cellules/puits et incubées pendant 24 h a 37 °C dans une atmosphére humide
contenant 5% de CO,. Le lendemain, les cellules sont transfectées. La solution de transfection
contenant les complexes ADN-agent de transfection est préparée et contient un équivalent,
par puits de celules a transfecter, 100 ul de milieu de culture Opti-MEM, 2 ug d’ADN (0,2 ug
de plasmide d’expression et 1,8 ug de plasmide rapporteur ou de plasmide vide (Tableau
2.24.) et 6 ul d’agent de transfection (Fugene HD). Les complexes sont formés au cours d’une
incubation de 10 min a température ambiante puis placées sur les cellules.
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Les cellules sont transfectées pendant 24 h avant d’étre mises au repos pendant 4 h dans 1 ml
de DHG-L1 + 10 % SVFi frais. Au terme de ces incubations, les cellules sont exposées
pendant 1 h a la suspension de B. abortus pour I’infection.

Au terme de ces traitements, les activites luciférase (Firelfy et Renilla) sont dosées a I’aide du
kit « Dual Luciferase Reporter Assay System». A 24 et 48 h p.i., les cellules sont
rincées dans 1 ml de PBS et lysees dans 250 ul de PLB (Passive Lysis Buffer) pendant 15 min
a température ambiante. Les lysats sont filtrés a I’aide d’un filtre de 0,22 um afin de pouvoir
sortir du BL3. Pour le dosage des activites enzymatiques, 10 ul du lysat sont ajoutés a 60 pl
de LAR Il (Luciferase Assay Buffer Il) et la luminescence est mesurée dans un luminometre
(Luciférase Firefly). Directement apres la mesure, 60 pl de reéactif « Stop and Glo » sont
ajoutés et la luminescence est également mesurée (Luciferase Renilla) (Figure 1.10.). Les
résultats sont ensuite exprimés comme le ratio (activité Firefly/activité Renilla) en RLU
(Relative Light Unit) (Tableau 2.25.).
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Figure 3.1. Effet de I’exposition a B. abortus sur I’abondance relative de CHOP10 dans les
macrophages RAW?264.7.

A. et B. Les macrophages RAW264.7 ont été ensemencés dans des boites de culture a 6 puits a une
densité de 600 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été exposées (Inf, colonnes gris clair) ou
non (Ctl, colonnes gris foncé) a B. abortus 2308 mCherry pendant une 1 h (MOI = 300), puis incubées
dans du DHG-L1 + 10 % SVFi supplémenté de 50 pg/ml de gentamycine. A 5, 24 et 48 h PI, des
lysats cellulaires clairs ont été préparés. Leur concentration protéique a été déterminée par la méthode
de Pierce et une quantité de 20 ug de protéines a été chargée sur gel Nu-PAGE 10 %. Les protéines
ont été séparées selon leur poids moléculaire par électrophorése et transférées sur une membrane
PVDF (A). L’abondance des protéines d’intérét a été analysée par Western blotting avec des anticorps
spécifiques dirigés contre les antigénes CHOP10 (IgG de souris) et tubuline-a. (IgG de souris), ensuite
reconnus par des anticorps secondaires, IgG de chévre dirigés contre des anticorps de souris (IRDYE
800 nm) pour CHOP10 et (IRDYE 680 nm) pour la tubuline-a.. L’intensité du signal de fluorescence
associé aux bandes des protéines d’intérét a été quantifiée avec le programme « Odyssey Infrared
Imaging System » et I’abondance protéique a été normalisée par rapport a I’abondance de la tubuline-
a (B). L immuno-détection de cette protéine a été utilisée pour contrbler la charge protéique. Les
résultats sont donc exprimés en unités arbitraires de fluorescence (UAF) normalisée par rapport a la
tubuline-a. (n=1).

C. Les macrophages RAW264.7 ont été ensemencés dans des boftes de culture a 6 puits a une densité
de 600 000 cellules/puits. Apres 24 h, les cellules ont été exposées (colonnes gris clair) ou non
(colonnes gris foncé) a B. abortus 2308 mCherry pendant une 1 h (MOI = 300), puis incubées dans du
DHG-L1 + 10 % SVFi supplémenté de 50 ug/ml de gentamycine. A 5, 24 et 48 h PI, I’ARN total a été
extrait et 5 ug d’ARN ont été utilisés pour générer de I’ADNCc par transcription inverse. L’abondance
des transcrits a été mesurée par RT-gPCR en temps réel a I’aide d’amorces spécifiques. Les ratios
d’expression ont été calculés sur base de la méthode AACt avec HPRT (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase) utilisé comme géne de référence. Les résultats sont exprimés en nombre
de fois d’induction par rapport a I’abondance de I’ARNm de Ddit3 dans des extraits de cellules
contrbéles (préparés au temps O h). Les résultats représentent la moyenne de trois expériences
indépendantes + 1 écart type pour n=3. L’analyse statistique des différences observées entre les
cellules contréles et les cellules exposées a la bactérie a été établie par un test t de Student (*, **:
significativement différent du contr6le correspondant avec, respectivement : P<0,05, P<0,01).



Résultats

Partie 1 : Caractérisation de I’expression de CHOP10 dans les
macrophages RAW?264.7 exposés a Brucella.

1.1. Abondance de CHOP10 dans les macrophages RAW?264.7 exposées a B.
abortus

Comme mentionné dans I’introduction, une étude realisee précédemment au laboratoire
suggere qu’une exposition des macrophages RAW?264.7 a B. abortus induit une augmentation
de I’abondance protéique de CHOP10 dans les cellules (Nicolas Lebailly, Mémoire 2011)
mais le(s) mécanisme(s) conduisant a cette induction et le role joué par CHOP10 dans ces
conditions sont totalement inconnus, ce qui justifie pleinement la poursuite de cette étude.

Dans un premier temps, nous avons tout d’abord voulu confirmer ces observations
préliminaires. Nous avons donc recherché I’abondance de la protéine CHOP10 par une
analyse en Western blot en fluorescence réalisée sur des lysats totaux de cellules RAW264.7
infectées/exposées a B. abortus et ce, 5, 24 et 48 h Pl. Des cellules non infectées mais
incubées pendant les mémes temps dans du milieu de culture DHG-L1 + 10 % de SVFi
constituent les cellules contréles (Figure 3.1. A et B). Sur cette figure, on observe que la
protéine CHOP10 est peu (ou pas) détectée dans les cellules controles et ce, quelque soit le
temps consideré. De plus, aucune détection n’a pu étre mise en évidence pour un temps de 5 h
PI. Par contre, dans les cellules exposées a la bactérie, on observe bien une augmentation
modéreée de I’abondance de CHOP10 a 24 h PI (9 fois) et une augmentation encore plus
importante a 48 h PI (17 fois). De plus, nous avons confirmé des éléments de la littérature qui
rapportent que CHOP10 est trés faiblement exprimé en conditions basales'?, puisque nous ne
détectons que tres difficilement la présence de la protéine dans les conditions contrdles et ce,
quel que soit le temps testé (Figure 3.1. B). Nous avons donc bien confirmé les résultats
obtenus précédemment (Nicolas Lebailly, Mémoire 2011).

Dans un deuxieme temps, nous avons voulu déterminer si I’augmentation de I’abondance
protéiqgue de CHOP10 était due a une stabilisation de la protéine ou a une véritable
augmentation de la transcription de Ddit3, le gene encodant CHOP10. Pour cela, nous avons
déterminé I’abondance relative des ARNm de CHOP10 en RT-gPCR en temps reel a partir
d’ARN total extrait de cellules non infectées (contréles) ou infectées/exposées a B. abortus et
ce pour des temps de 5, 24 et 48 h PI (Figure 3.1. C). On observe également une augmentation
de I’abondance du transcrit du géne Ddit3 a 24 et 48 h PI, et I’abondance relative du transcrit
du géne est plus importante a 48 h qu’a 24 h PI (45 et 15 fois, respectivement).

Etant donné que I’augmentation d’abondance protéique est corrélée a une augmentation de
I’abondance de I’ARNm, il semble que I’augmentation de I’abondance protéique soit bien le
résultat d’une augmentation de la transcription du géne Ddit3 (ou d’une stabilisation de
I’ARNm de CHOP10). Puisque que nous avons montré que lors de I’induction du géne codant
pour CHOP10 dans les macrophages exposés a la bactérie, I’abondance protéique peut étre
directement corréelée a I’abondance du transcrit, I’évaluation de I’expression de CHOP10 sera,
dans la suite des experiences réalisées dans ce travail, réalisee au niveau de I’ARNm.
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Figure 3.2. Marquage en immunofluorescence et observation en microscopie confocale de la
localisation de CHOP10 dans des macrophages RAW?264.7 exposés a B. abortus.

Des macrophages RAW264.7 ont été ensemencés sur des couvre-objets stériles dans des boites de
culture a 12 puits a une densité de 300 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été exposées ou
non a B. abortus 2308 mCherry pendant une 1 h (MOI = 300), puis incubées dans du DHG-L1 + 10 %
SVFi supplémenté de 50 ug/ml de gentamycine. A différents temps post-infection (PI), 5 (A), 24 (B),
48 (C) et 72 h (D), les cellules ont été fixées par du PFA a 4 %. Elles ont ensuite été perméabilisées a
I’aide de PBS + Triton X-100 a 1 % et marquées avec un anticorps dirigé contre CHOP10, lui-méme
révélé par un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome (ALEXA 488). Les noyaux ont
également été marqués au TO-PRO3.

Les micrographies ont été obtenues a I’aide d’un microscope confocal (Leica) aux longueurs d’ondes
suivantes : Ex. A= 488 nm; Em. A = 500 - 535 nm (CHOP10 (Alexa 488)); EX. A =543 nm, Em. A =
555 — 620 nm (B. abortus (mCherry)); Ex. A =633 nm, Em. A = 650 - 750 nm (Noyaux (TO-PRO3)).






1.2. Localisation subcellulaire de CHOP10 et homogénéite de la réponse
d’induction du gene Ddit3.

Etant donné que CHOP10 est un facteur de transcription, sa localisation et son activité trans-
activatrice sont attendues dans le noyau des cellules RAW264.7 infectees par B. abortus. En
effet, bien que CHOP puisse permettre la régulation transcriptionnelle de génes cibles
d’autres voies de signalisation en interagissant, parfois dans le cytosol, avec des facteurs de
transcription tels que TCF'? ou AP-1'?', son activité de facteur de transcription doit dépendre
d’une liaison a I’ADN.

Nous avons donc réalisé un marquage en immunofluorescence et des observations en
microscopie confocale de la protéine CHOP10 dans des cellules RAW?264.7 exposées ou non
a B. abortus. L’observation des bactéries utilisées pour I’infection dans ces conditions est
aisée puisque nous avons utilisé une souche mutante de la B. abortus 2308 qui exprime
constitutivement la protéine fluorescente mCherry. Cette expérience avait deux
objectifs principaux: déterminer la localisation subcellulaire de la protéine et estimer le degré
d’homogeéneité (ou d’hétérogenéité) de la reponse conduisant a I’induction du gene Ddit3 au
sein de la population des macrophages RAW 264.7 ayant été en contact avec la bactérie.

Nous avons donc observé des cellules RAW?264.7 exposées ou non a la bacterie, aprés 5, 24,
48 ou 72 h PI puis marquées pour la protéine CHOP10 (Figure 3.2. A-D). Premiérement, nous
pouvons observer sur ces micrographies que le signal de fluorescence correspondant a
CHOP10 n’est pas (peu) détecté dans les cellules (contrbles) non exposees a B. abortus et ce,
quelque soit le temps étudié (Figure 3.2. A - D). Deuxiémement, la protéine CHOP10 est
également peu détectée dans des cellules exposées a Brucella et analysées a 5 h Pl (Figure
3.2. A). Ce résultat est en parfait accord avec les résultats obtenus en Western blot (Figure
3.1.). Troisiemement, aux temps plus tardifs, CHOP10 est bien détecté dans le noyau des
cellules. Il est intéressant et important de remarquer que CHOP10 est tout d’abord
exclusivement détecté dans le noyau des cellules exposées a la bactérie mais non infectées (24
et 48 h PI, (Figures 3.2. B et C) puis, plus tardivement, également dans le noyau de toutes les
cellules, qu’elles contiennent ou non les bactéries (72 h PI, Figure 3.2. D).

Nous avons bien évidemment réalisé des contr6les négatifs réalisés sans anticorps primaires
ou sans anticorps secondaire afin de vérifier la specificité du marquage realise. Dans ces
conditions, aucun marquage n’a été observe (données non montreées).

Le facteur de transcription CHOP10 est donc exprimé initialement dans des cellules qui ne
contiennent pas de bacteries. A ce stade, au moins deux hypotheses peuvent étre proposées
pour tenter d’expliquer le mécanisme de I’induction de Ddit3 dans les macrophages en
réponse a un contact avec B. abortus. Premiérement, I’expression de Ddit3 pourrait survenir
tardivement (car le LPS de B. abortus est peu endotoxique) dans les cellules suite a un contact
entre la bactérie et la cellule eucaryote. Ce processus ne necessiterait donc pas
d’internalisation de la bactérie (hypothése du contact).

Dans une deuxieme hypothese, I’entrée de la bactérie dans certaines cellules induirait une
voie de signalisation conduisant a la production de médiateurs solubles libérés dans le milieu
extracellulaire (de nature cytokinique ou non) permettant d’induire I’expression de Ddit3 dans
des cellules voisines qui ne contiennent pas la bactérie (hypothese de la communication inter-
cellulaire).

Dans ces deux modeéles, il faut également découvrir un processus par lequel Brucella
inhiberait, transitoirement, I’expression de CHOP10 dans les cellules qui la contiennent et ce,
au moins jusqu’a 48 h PI.
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Figure 3.3. Effet de I’exposition de cellules RAW?264.7 a B. abortus sur I’expression de ppplrl5a
(géne codant pour GADD34).

Des macrophages RAW264.7 ont été ensemencés dans des boites de culture a 6 puits a une densité de
600 000 cellules/puits. Apres 24 h, les cellules ont été exposées (colonnes gris clair) ou non (colonnes
gris foncé) a B. abortus 2308 mCherry pendant une 1 h (MOI = 300), puis incubées dans du DHG-L1
+ 10 % SVFi supplémenté de 50 ug/ml de gentamycine. A 5, 24 et 48 h PI, I’ARN total a été extrait et
5 ng ont été utilisés pour générer de I’ADNCc par transcription inverse. L’abondance des transcrits a
ensuite été mesurée par RT-qPCR en temps réel a I’aide d’amorces spécifiques. Les résultats sont
exprimeés en nombre de fois d’induction par rapport a I’abondance de I’ARNm de ppplrl5a dans des
cellules contréles non incubées (temps 0 h). Les ratios d’expression ont été calculés sur base de la
méthode AACt avec HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase) utilisé comme gene de référence
(n=1).



Ajoutons encore que, dans chacune de ces hypotheses, on peut envisager que la réponse
d’induction de I’expression du gene Ddit3 résulte d’un processus actif de la part de la bactérie
ou soit la conséquence de la simple présence passive d’éléments portés par la bactérie comme
des PAMPs qui seraient reconnus par des PRRs. La simple phagocytose pourrait donc
également étre responsable des éléments conduisant in fine a I’induction de I’expression du
gene codant pour CHOP10. Dans la suite de ce travail, nous avons donc tenté d’apporter des
éléments de réponse a ces différentes questions.

1.3. Activité trans-activatrice de CHOP10 dans les macrophages RAW264.7
exposés a B. abortus

Comme nous venons de le voir, les analyses en immunofluorescence et microscopie confocale
ont révélé que CHOP10 est localisé dans le noyau des cellules exposées a la bactérie qui
I’expriment. Cette localisation est compatible avec une activité de liaison a I’ADN ainsi
gu’une augmentation de la transcription de génes cibles de CHOP10. Cependant, une
localisation nucléaire ne garantit pas nécessairement que le facteur de transcription soit actif.
Etant donné que nous ne possédions pas de systeme rapporteur pour évaluer I’activité de
trans-activation de CHOP10 dans un systéme murin, nous avons décide de quantifier
I’ARNm, par la technique de RT-qPCR en temps réel, de ppplrl5a, un gene cible de
CHOP10 qui code pour la protéine GADD34 (Figure 3). Pour rappel, GADD34 est une sous-
unité régulatrice de PP1 (Protein Phosphatase 1) capable, entre autres, de déphosphoryler le
facteur elF2a phosphorylé au cours d’une réponse UPR™®".

On observe que le profil d’expression de GADD34 est comparable a celui de CHOP10. En
effet, ’ARNm de GADD34 est peu abondant dans les cellules contréles incubées pendant 5,
24 ou 48 h. A 5 h PI, aucune différence d’abondance relative du transcrit de GADD34 n’est
observée entre les cellules contréles ou exposées a B. abortus. Par contre, a 24 et 48 h Pl,
I’abondance de I’ARNmM du géne ppplrlba est, respectivement, 5 et 21 fois plus élevée dans
les cellules exposées a B. abortus que dans les contrbles incubées pendant des temps
correspondant (Figure 3.3.).

Il semble donc que le facteur de transcription CHOP10 soit actif dans les cellules exposées a
B. abortus. Bien évidemment, ce test fournit une corrélation positive suggérant que CHOP10
est actif et susceptible d’induire I’expression de genes cibles endogenes bien décrits comme
GADD34% | mais il ne prouve en rien cette affirmation. Pour confirmer la régulation de
I’expression de GADD34 par CHOP10 dans nos conditions expérimentales, il faudrait, par
exemple, invalider I’expression de CHOP10 a I’aide de siRNA et analyser I’abondance de
GADD34 en réponse a une infection par B. abortus. En effet, si CHOP10 est responsable de
I’expression de ppplrl5a, ce dernier ne devrait pas étre transcrit dans les cellules n’exprimant
plus CHOP10.

1.4. Expression de CHOP10 dans d’autres types cellulaires eucaryotes exposés a
B. abortus

Comme nous avons observé I’induction du gene Ddit3 dans des phagocytes professionnels
exposeés a la bactérie, nous nous sommes ensuite posés la question de savoir si I’induction de
I’expression de CHOP10 en réponse a I’infection par B. abortus était un phénomene
spécifique aux macrophages RAW264.7 ou si, au contraire, elle pouvait étre observée dans
d’autres types cellulaires. Nous avons donc exposé un autre type de cellules eucaryotes et
I’avons exposer a B. abortus afin d’analyser le niveau d’expression de CHOP10 en réponse a
une infection expérimentale.

Dans le cadre de ce travail, nous avons eu I’occasion d’utiliser des cellules MEF (mouse
embryonic fibroblasts), utilisées par ’'URPhyM pour leur étude sur le role éventuel de
I’autophagie dans le cadre de I’infection par B. abortus (E. Goffin, Mémoire 2012).
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Figure 3.4. Marquage en immunofluorescence de CHOP10 et observation en microscopie
confocale dans des cellules MEFs exposées a B. abortus.

Les cellules MEFs ont été ensemencées dans des boites de culture a 12 puits sur des couvre-objets
stériles a une densité de 40 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été exposées a B. abortus
2308 mCherry pendant 1 h (MOI = 300) puis incubées dans du DMEM + 10 % de SVF supplémenté
de 50 ug/ml de gentamycine pendant une heure, puis dans du DMEM contenant 10 % de SVF
supplémenté de 10 ug/ml de gentamycine pour la fin de I’incubation.

L’ immuno-marquage et les observations en microscopie confocale ont été réalisées a 24 et 48 h PI.
Les cellules ont été fixées par du PFA a 4 %. Elles ont ensuite été perméabilisées a I’aide de PBS +
Triton X-100 a 1 % et marquées avec un anticorps dirigé contre CHOP10. La révélation a été réalisée
a I’aide d’un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome (ALEXA 488). De plus, les noyaux ont
été marqués au TO-PRO3. Les micrographies ont été obtenues a I’aide du microscope confocal (Leica)
aux longueurs d’ondes suivantes : Ex. A= 488 nm; Em. A =500 - 535 nm (CHOP10 (Alexa 488)); Ex.
A =543 nm, Em. A = 555 — 620 nm (B. abortus (mCherry)); Ex. A = 633 nm, Em. A = 650 - 750 nm
(Noyaux (TO-PRO3)).



Nous avons donc exposé ou non des MEFs a B. abortus pendant une heure a un MOI de 300
et analysé I’expression de CHOP10 dans ces cellules a 24 et 48 h Pl par immuno-marquage en
fluorescence et observation en microscopie confocale. Comme on peut le visualiser sur les
micrographies présentées a la Figure 3.4., on observe que CHOP10 est bien présent dans le
noyau des cellules infectées a 48 h PI. Il est intéressant de souligner la différence qui existe
entre le profil d’expression de CHOP10 dans les RAW?264.7 et dans les MEFs. En effet, nous
avons vu précédemment que les premiers macrophages RAW?264.7 a exprimer CHOP10 sont
ceux qui ne contiennent pas la bactérie (Figure 3.2. B — 2C). Par contre, pour les MEFs, il
semble que CHOP10 soit d’abord (et exclusivement) exprimé dans les cellules infectées. Les
raisons de cette différence sont inconnues a ce jour mais meriteraient d’étre étudiees.

En conclusion, nous pouvons donc dire que I’induction de I’expression de CHOP10 en
réponse a une exposition a B. abortus ne semble pas specifique de la lignée de macrophages
RAW264.7 puisque des MEFs, cellules non phagocytaires, sont également capables de
répondre a la présence de la bactérie en augmentant I’expression de ce facteur de
transcription.

Il serait intéressant de poursuivre ces études en analysant le niveau d’expression de CHOP10
dans des cellules trophoblastiques, des cellules d’origine épithéliale (HeLa), d’autres lignées
de macrophages tels que les J774 ainsi que des macrophages dérivés de la moelle osseuse de
souris sauvages ou KO pour certains PRR particuliers dans le but d’étudier les acteurs
moléculaires impliqués dans la perception de la bactérie, tels que les TLR 1, 2 et 4 qui sont
capables d’induire la production de cytokines.

1.5. Expression de CHOP10 dans des macrophages RAW?264.7 exposes a d’autres
souches ou mutants de Brucella.

Premiérement, pour des raisons de facilité dans I’évaluation de I’infection, nous avons
jusqu’ici employé un mutant de B. abortus 2308 produisant constitutivement la protéine
fluorescente mCherry. Cette souche permet donc de visualiser rapidement et en microscopie a
fluorescence les cellules eucaryotes qui sont infectées par la bactérie.

Nous avons donc voulu vérifier que I’induction de I’expression de CHOP10 observee en
réponse a une infection des cellules RAW?264.7 par ce mutant était également observée lors
d’une infection par la souche sauvage.

Nous avons donc quantifié I’abondance relative du transcrit de CHOP10 par RT-gPCR en
temps réel dans des cellules exposées ou non a la souche sauvage ou au mutant mCherry.
Nous ne sommes pas parvenus a mettre en évidence une différence significative d’abondance
du transcrit de CHOP10 entre des macrophages exposés a la souche sauvage ou a la souche
mutante (Figure 3.5.). Il semble donc que I’expression constitutive de la protéine mCherry
n’ait pas (ou peu) d’impact sur I’induction de I’expression CHOP10 dans les cellules
RAW264.7 exposées a la bactérie. La reponse sur I’induction de I’expression du facteur de
transcription étant comparable, nous avons donc continué, dans la suite des expériences
menees dans le cadre de ce travail, a utiliser la souche B. abortus mCherry, pour des raisons
de facilité de visualisation plus aisée qui ne demandent pas de marquage du LPS de la
bacterie.

Deuxiemement, nous avons tenté de déterminer si I’induction de CHOP10 dans les cellules
infectées était une réponse biologique du macrophage spécifiquement activé en réponse a B.
abortus ou si I’accumulation de ce facteur de transcription pouvait également s’observer dans
les cellules RAW264.7 exposées a d’autres especes de Brucella.

Pour tenter de répondre a cette question, nous avons déterminé, par RT-gPCR en temps réel,
I’abondance relative du transcrit du géne Ddit3 dans des cellules exposées a B. melitensis
pour un temps de 48 h PI et avons compare, dans une méme expérience, I’abondance de
I’ARNm codant CHOP10 dans des phagocytes exposés a B. abortus (Figure 3.5.). Bien que
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Figure 3.5. Comparaison de I’effet de I’exposition & différentes espéces et mutants de Brucella
sur I’expression de CHOP10 dans les macrophages RAW?264.7.

Des macrophages RAW264.7 ont été ensemenceés dans des boites de culture a 6 puits a une densité de
600 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été exposées ou non (contr6le) a B. abortus 2308
WT, B. melitensis 16M ou B. abortus 2308 mCherry pendant une 1 h (MOI = 300), puis incubées dans
du DHG-L1 + 10 % SVFi supplémenté de 50 ug/ml de gentamycine. A 48 h PI, I’ARN total a été
extrait et 5 ug ont été utilisés pour générer de I’ADNc par transcription inverse. L’abondance des
transcrits a été mesurée par RT-gPCR en temps réel a I’aide d’amorces spécifiques. Les résultats sont
exprimeés en nombre de fois d’induction par rapport a I’abondance de I’ARNm de CHOP10 dans des
cellules contrbles non exposées aux bactéries. Les ratios d’expression ont été calculés sur base de la
méthode AACt avec HPRT utilisé comme un géne de référence. Les résultats représentent la moyenne
+ 1 écart type pour trois expériences indépendantes (n=3). L’analyse statistique des différences
observées entre les cellules contrles et les cellules exposées a la bactérie a été établie par un test t de
Student (**, ***: significativement différent du contrdle correspondant avec, respectivement : P<0,01,
P<0,001).



nous observons une légeére induction de I’abondance du transcrit de CHOP10 dans les cellules
exposées a B. melitensis, nous observons que I’amplitude de réponse (non significative) est
bien plus faible que lors d’une exposition des macrophages RAW264.7 a B. abortus (Figure
3.5.). Il semble donc que I’induction de I’expression de CHOP10 ne soit pas un phénomeéne
géneralisable aux bactéries du genre Brucella.

Nous proposons deux hypothéses pour tenter d’expliquer ces observations.

Premierement, la différence dans le taux d’induction de CHOP10 pourrait étre due a une
difféerence de comportement des deux bactéries dans lors de I’infection. En effet, il est
possible que la susceptibilité des macrophages RAW?264.7 aux deux especes testées soit
différente. Dans ce cas, I’induction de CHOP10 serait moindre car le nombre de cellules
infectées serait moindre. Cependant, cette hypothese est peu probable car les controles CFU
que nous avons realises a 48 h Pl ne montrent pas de différence entre les deux conditions. Il
est tout de méme important de souligner que cette quantification de CFU est une méthode
approximative dans nos conditions expérimentales. En effet, aux temps Pl auxquels nous
travaillons, la charge bactérienne est tellement importante qu’elle nécessite des dilutions
importantes pour pouvoir étre comptées sur boite. Chaque dilution amene de I’imprécision
supplémentaire, ce qui conduit in fine a des resultats peu reproductibles et donc peu fiables,
c’est pourquoi nous n’excluons pas cette hypothése.

De méme, nous pourrions envisager que la cinétique d’infection des deux especes
bactériennes soit différente dans ce type cellulaire. En effet, nous n’avons testé qu’un temps
PI pour faire la comparaison. Or nous pourrions imaginer que I’induction de CHOP10 débute
vers 48 h Pl en réponse a B. melitensis et que celle-ci est plus intense a des temps PI plus
longs.

Deuxiémement, si I’infection par les deux bactéries a effectivement eu lieu de maniere
similaire, nous pourrions envisager que c’est un composant spécifique a B. abortus qui est
responsable de I’induction de CHOP10. Le génome de ces deux espéces est trés proches'®®,
Les genomes de ces deux espéces sont maintenant disponibles, des analyses bioinformatiques
ont mis en évidences de différences existant entre les deux genomes. L’identification des
genes encodés par ces sequences permettrait peut-étre de déterminer quels composants
spécifiques de B. abortus pourrait étre responsable de I’induction de CHOP10**¥° Quelques
différences ont déja eté mises en evidence, mais il s’agit essentiellement de genes associées
associées a des structures de surface ou au LPS™**. Etant donné que nous avons écarté
I’hypothese de I’induction passive due au LPS, ces différences semblent difficilement
expliquer la différence dans le taux d’induction de CHOP10 en réponse aux deux espéces.

Cette observation est trés intéressante puisque malgré la grande proximité des génomes de ces
deux especes, le phénotype d’induction de CHOP10 par celles-ci est tres différent.

Partie 2 : Etude des mécanismes d’induction de CHOP10 dans les
macrophages RAW?264.7 exposés a Brucella abortus

2.1. Recherche de I’implication de facteurs de transcription activés lors de la
réponse UPR dans I’induction de CHOP10 observée dans les macrophages
RAW?264.7 exposés a la bactérie

Une étude précedemment menée au laboratoire a montré que parmi différents marqueurs de
I’UPR étudiés dans le cadre de la réponse des cellules RAW?264.7 a I’infection par B. abortus
(niveau d’expression des genes HERP (Homocysteine-induced ER protein), un géne qui code
pour une protéine impliquée dans le systtme ERAD et dont I’expression est induite par un
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Figure 3.6. Effet de I’exposition de macrophages RAW?264.7 a B. abortus sur I’abondance du
facteur ATF4 et I’activité du facteur ATF6.

A. et B. Effet de I’exposition des cellules RAW264.7 a B. abortus sur I’abondance protéique
d’ATF4. Des macrophages RAW264.7 ont été ensemencés dans des boites de culture a 6 puits a une
densité de 600 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été exposées (Inf, colonnes gris clair) ou
non (Ctl, colonnes gris foncé) a B. abortus 2308 mCherry pendant une 1 h (MOI = 300), puis incubées
dans du DHG-L1 contenant 10 % SVFi supplémenté de 50 ug/ml de gentamycine. A 5, 24 et 48 h PI,
des lysats cellulaires clairs ont été préparés et leur concentration protéique a été déterminée par la
méthode de Pierce. Une quantité de 20 pg de protéines a été chargée sur gel Nu-PAGE 10 %. Les
protéines ont ensuite été séparées selon leur poids moléculaire par électrophorése et transférées sur une
membrane PVDF. (A) L’abondance des protéines d’intérét a été analysée par Western blotting avec
des anticorps spécifiques dirigés contre les antigénes CHOP10 (IgG de lapin) et tubuline-a. (IgG de
souris), eux-mémes reconnus par des anticorps secondaires, IgG de chévre dirigés contre les anticorps
de lapin et couplés un fluorochrome (IRDYE 800 nm) pour CHOP10 et IgG de chévre spécifique
dirigés contre les anticorps de souris couplés a un fluorochrome (IRDYE 680 nm) pour la tubuline-a.
(B) L’intensité du signal de fluorescence associé aux bandes des protéines d’intérét a été quantifiée
avec le programme Odyssey Infrared Imaging System. L’immuno-détection de la tubuline-o. a été
utilisée pour contréler la charge protéique. L’abondance de la protéine d’intérét mesurée a ensuite été
normalisée par rapport a I’abondance de la tubuline-c... Les résultats sont donc exprimés en unités
arbitraires de fluorescence (UAF) normalisée par rapport a la tubuline-a. (n=1).

C. Effet de I’exposition des macrophages RAW264.7 a B. abortus sur I’activité trans-activatrice
du facteur de transcription ATF6. Les macrophages RAW?264.7 ont été ensemencés dans des boites
de culture a 12 puits a une densité de 200 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été co-
transfectées avec deux plasmides a I’aide d’un transfectant chimique (Fugéne HD). Le premier
plasmide (pGL3-ATF6-luc) est un plasmide rapporteur qui contient le géne de la luciférase Firefly
placé sous le contrle du promoteur d’ATF6 ou, pour les blancs, un plasmide contenant le géne de la
luciférase dépourvu de promoteur (pGL3-basic). Le second plasmide est un plasmide d’expression
code pour le géne de la luciférase Renilla placé sous contréle d’un promoteur viral constitutif et fort
(SV40) et sert a la normalisation des résultats.

Apres 24 h, les cellules ont été exposées (colonne gris clair) ou non (colonne gris foncé) a B. abortus
2308 mCherry pendant une 1 h (MOI = 300), puis incubées dans du DHG-L1 + 10 % SVFi
supplémenté de 50 ug/ml de gentamycine. A 24 et 48 h PlI, les cellules ont été lysées et les activités
luciférase ont été dosées au luminometre a I’aide du kit Dual luciférase (Promega). Apres avoir
soustrait les valeurs de blancs, les résultats sont exprimés en tant que ratio des valeurs obtenues pour
la luciférase firefly rapportées aux valeurs obtenues pour la luciférase renilla, et ce, afin de prendre en
compte I’efficacité de la transfection. Les résultats représentent la moyenne + 1 écart type pour des
triplicats au sein d’une méme expérience (n=3). L’analyse statistique des différences observées entre
les cellules contrdles et les cellules exposées a la bactérie a été établie par un test t de Student (* :
statistiquement différent du contréle correspondant avec p P<0,05).



stress du RE, BiP/GRP78, Ddit3/CHOP10, I’abondance de la forme phosphorylée de elF2a et
I’activité du facteur de transcription XBP1s (voir introduction point 2.2.2. pour la biologie de
ces facteurs dans la réponse UPR)), seule I’induction du géne Ddit3 codant pour CHOP10
était observée en réponse a I’exposition des macrophages RAW 264.7 a B. abortus (Nicolas
Lebailly, mémoire 2011).

Il semble donc que I’induction de I’expression de CHOP10 dans les macrophages observée en
réponse a Brucella soit indépendante de I’activation d’une réponse UPR. De plus, le fait que
CHOP10 soit, dans un premier temps, uniqguement exprimé dans les cellules qui ne
contiennent pas la bactérie est difficilement conciliable avec le fait qu’un stress du réticulum
soit a I’origine de I’expression de CHOP10 dans ces conditions. Cependant, nous n’avions
aucun argument expérimental pour confirmer ou infirmer cette hypothese.

Nous avons vu dans I’introduction (voir point 3.3.1.) que CHOP10 pouvait, dans le cadre de
la réponse UPR, étre régule par les effecteurs des trois voies, c’est-a-dire ATF4, ATF6 et
XBP1. Bien que I’étude précédente ne soit pas parvenue a montrer une activation du facteur
de transcription XBP1 dans les macrophages répondant a I’infection par Brucella, ni de
changement dans I’abondance de la forme phosphorylée du facteur elF2a. connue pour
augmenter la traduction de I”’ARNm codant pour le facteur ATF4'*?, aucune information n’est
disponible sur I’abondance ni sur I’état d’activité des facteurs ATF4 et ATF6 dans les
macrophages exposeés a la bactérie.

Nous avons donc recherché I'implication potentielle de ces facteurs dans I’induction de
CHOP10. Nous avons donc analyse, respectivement, I’abondance ou I’activité du facteur
ATF4 ou ATF6 dans des cellules RAW264.7 exposees ou non a la bactérie.

Dans un premier temps et comme nous ne disposions pas de plasmide rapporteur pour
analyser I’activité du facteur de transcription ATF4, nous avons décidé d’analyser son
abondance protéique par Western blot dans des extraits totaux préparés a partir de cellules
RAW264.7 exposees a la bactérie ou non et ce, a différents temps PI1 (5, 24 et 48 h) (Figure
3.6. A). Dans ces conditions, nous n’observons pas d’augmentation de I’abondance protéique
du facteur ATF4 dans les macrophages infectés par la bactérie. Au contraire, les résultats de
la quantification du Western blot (Figure 3.6. B) semblent méme montrer une légere
diminution de I’abondance du facteur ATF4 au cours du temps dans les cellules RAW264.7
exposeées a B. abortus (Figure 3.6. B). Cependant, il est important de noter que dans certaines
conditions, I’activité du facteur d’ATF4 est régulé de maniere post-traductionnelle via une
séquestration par la protéine ZIP-kinase**®, I’abondance du facteur n’est donc pas un critére
suffisant pour estimer son activité et le contréle de I’expression de ces genes cibles.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié I’activité du facteur ATF6 dans les cellules
RAW264.7 infectées par Brucella a I’aide d’un systeme rapporteur luciférase.

Nous avons donc co-transfecté des cellules RAW?264.7 avec un plasmide rapporteur contenant
le géne de la luciférase placé sous le controle d’un promoteur sensible & ATF6' et un
plasmide d’expression contenant le géne codant la luciférase de Renilla placé sous controle
d’un promoteur viral fort et constitutif (pRL-SV40, Promega) (ce deuxiéme plasmide est
utilisé pour la normalisation des resultats) avant d’étre exposees a B. abortus. Les activites
luciférase ont ensuite été dosées a 24 ou 48 h PI dans le lysat des cellules transfectees puis
exposées ou non a B. abortus (Figure 3.6. B).

Les résultats montrent qu’il n’y pas de différence d’activité de la luciférase, et donc de
I’activité du facteur ATF6, dans des cellules RAW?264.7 exposees a la bactérie pour un temps
de 24 h apres I’infection. Alors que dans les mémes conditions, I’expression de CHOP10 est
déja augmentée (Figure 3.1.).
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Figure 3.7. Effet de I’exposition de macrophages RAW264.7 a des bactéries B. abortus mortes
ou vivantes sur I’induction de CHOP10.

Des macrophages RAW264.7 ont été ensemencés dans des boites de culture a 6 puits a une densité de
600 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été exposées ou non (cellules contréles, colonnes
noires) a B. abortus 2308 mCherry vivantes (colonnes gris foncé), des bactéries fixées a la PFA (4%)
(colonne gris clair) ou tuées a la chaleur (colonnes blanches) et ce, pendant une 1 h (MOI = 300). Les
cellules ont ensuite été incubées dans du DHG-L1 contenant 10 % de SVFi supplémenté de 50 pg/mi
de gentamycine. A 24 et 48 h PI, I’ARN total a été extrait et 5 pug ont été utilisés pour générer de
I’ADNCc par transcription inverse. L’abondance des transcrits a ensuite été mesurée par RT-gPCR en
temps réel a I’aide d’amorces spécifiques. Les résultats sont exprimés en nombre de fois d’induction
par rapport a I’abondance de I’ARNm de CHOP10 dans des cellules contrbles non incubées (temps =
0 h). Les ratios d’expression ont été calculés sur base de la méthode AACt avec HPRT utilisé comme
géne de référence (n=1).



Par contre, pour un temps de 48 h PI, I’activité d’ATF6 est deux fois plus importante dans les
macrophages infectés par B. abortus que dans les cellules contrdles (Figure 3.6. C).
Cependant, les résultats de cette expérience sont tout a fait préliminaires et doivent étre
analysés avec précaution et ce, pour différentes raisons. Premierement, cette expéerience n’a
éte réalisée qu’une seule fois et est donc a répéter. Deuxiemement, lorsque I’on compare les
valeurs absolues de I’activité de la luciférase obtenues aux deux temps PI, il semble que la
différence observée a 48 h PI soit essentiellement due a une diminution de I’activité de la
luciférase dans les cellules contréles plutét qu’a une véritable augmentation de celle-ci dans
les cellules infectées (Figure 3.6. C). Il n’y a pas de raison apparente, ni d’explication a cette
chute de I’expression d’ATF6 observée au cours du temps dans les cellules contréles a 48 h.
Ajoutons encore que de maniere inattendue, dans cette condition, les valeurs obtenues pour
les blancs (que nous avons soustraits des valeurs expéerimentales) étaient anormalement
élevées par rapport a celles obtenues pour les tests, ce qui pourrait expliquer cette différence.
Il est donc possible que cette pseudo-activation d’ATF6 dans les cellules RAW264.7
exposeées a la bactérie soit un artéfact. De plus, méme si I’activité d’ATF6 était effectivement
deux fois plus importante a 48 h PI, il est peu probable que ce facteur soit responsable de
I’induction de Ddit3 codant pour CHOP10 puisque celui-ci est déja exprimé dans les
macrophages exposés a B. abortus pour un temps de 24 h PI, alors que, dans ces conditions,
I’activité d’ATF6 dans les cellules exposées a la bactérie n’est pas différente de celle mesurée
pour les cellules controles (Figure 3.6. C).

Pour obtenir un argument expérimental permettant de mettre en évidence un éventuel lien
causal entre I’activité des facteurs ATF4 et/ou ATF6 dans le controle de I’induction du géne
Ddit3 dans des macrophages infectés par B. abortus, nous devrions tester I’effet éventuel du
silengage/de I’invalidation de I’expression de ces facteurs sur le niveau d’expression de
CHOP10 dans le modéle d’infection.

Comme mentionné précédemment, le fait que I’induction de Ddit3 soit observee in fine dans
I’ensemble des cellules, qu’elles contiennent ou non la bactérie, pourrait étre expliqué par au
moins deux hypothéses. L’hypothése du contact et celle de la communication intercellulaire.
Afin de tenter de déterminer laquelle de ces hypotheses est correcte, nous avons analyse le
niveau d’expression de CHOP10 dans des macrophages exposes a des bactéries vivantes ou
des bactéries mortes.

En effet, une étude publiée en 2010 montre que du LPS soluble de E. coli est capable
d’induire I’expression de CHOP10 de maniere plus tardive que I’induction observée en
réponse a une stimulation des macrophages avec des agents inducteurs d’un stress du RE tels
que la tunicamycine et thapsigargine™®®. En effet, dans ces conditions, I’induction de CHOP10
est observée 12 h aprés la stimulation. Il semble que ce retard puisse étre expliqué par les
voies de signalisation activées. Le LPS d’E. coli semble essentiellement activer les voies de
signalisation en aval d’ATF6 et de IRE1'®®. Or, comme nous I’avons vu dans I’introduction,
la principale voie responsable de I’activation de CHOP10 dans le cadre d’une réponse UPR
est principalement celle initiée par PERK et médiée par ATF4*"*** Dans ces conditions,
I’absence d’apoptose observée en réponse a I’induction de CHOP10 pourrait s’expliquer par
I’accumulation de facteurs favorisant la survie tels que BiP, EDEM ou p58IPK avant
I’expression de CHOP10, empéchant ainsi I’action pro-apoptotique de ce facteur de
transcription®®.

Bien que le timing d’expression soit compatible avec celui observé dans les macrophages en
réponse a I’exposition a B. abortus, I’hypothese de I’activation retardée par le LPS de
Brucella est peu probable. Premiérement, le LPS de B. abortus est beaucoup moins
endotoxique que celui d’E. coli, en effet son lipide A non canonique n’est reconnu par le
TLR4 qu’a des concentrations trés importantes'®. Deuxiémement, dans I’étude rapportée
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Figure 3.8. Effet de I’exposition a B. abortus WT et B. abortus AvirB sur I’expression de
CHOP10 dans les macrophages RAW?264.7.

Des macrophages RAW264.7 ont été ensemenceés dans des boites de culture a 6 puits a une densité de
600 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été exposées ou non (cellules contrdles) a B.
abortus sauvage ou un mutant AvirB pendant une 1 h (MOI = 300). Les cellules ont ensuite été
incubées dans du DHG-L1 contenant 10 % SVFi supplémenté de 50 ug/ml de gentamycine. A 48 h PI,
I’ARN total a été extrait et 5 ug ont été utilisés pour générer de I’ADNCc par transcription inverse.
L’abondance des transcrits a ensuite été mesurée par RT-gPCR en temps réel a I’aide d’amorces
spécifiques. Les résultats sont exprimés en nombre de fois d’induction par rapport a I’abondance de
I’ARNmM de CHOP10 dans des cellules contrdles non incubées (temps = 0 h). Les ratios d’expression
ont été calculés sur base de la méthode AACt avec HPRT considéré comme géne de référence. Les
résultats représentent la moyenne + 1 écart type pour 3 expériences indépendantes n=3. L’analyse
statistique des différences observées entre les cellules controles et les cellules exposées a la bactérie a
été établie par un test t de Student (**: significativement différent du contr6le correspondant avec,
respectivement : P<0,01).



pour la stimulation des cellules par le LPS solubles de E. coli, d’autres marqueurs de la
réponse UPR sont détectés a des temps plus précoces™® alors que I’activation de tels
marqueurs n’a pas pu étre mise en évidence dans les macrophages exposés a Brucella
(Nicolas Lebailly, Mémoire 2011). De plus, I’induction de I’expression de CHOP10 est de
plus en plus importante au cours du temps et est donc corrélée a I’augmentation de la charge
bactérienne suite a la réplication de la bactérie au cours du temps PI, ce qui correspondrait
plus & un processus actif nécessitant une bactérie vivante et non la simple phagocytose de
bactéries mortes.

Néanmoins, pour écarter I’hypothese d’un processus passif responsable de I’induction du gene
Ddit3 qui resulterait de la simple présence de PAMPs entrant en contact avec les
macrophages, nous avons donc analysé, par RT-gPCR en temps réel, I’abondance relative de
I’ARNm de Ddit3 dans des cellules exposées a des bactéries vivantes ou a des bactéries
mortes et ce, a 24 et 48 h PI. De plus, nous avons comparé deux méthodes pour genérer des
bactéries mortes : la fixation au paraformaldéhyde et une incubation a la chaleur (80 °C)
(Figure 3.7.). Nous observons que I’expression de CHOP10 est 21 et 49 fois plus importante
dans des cellules exposées a B. abortus vivante que dans les cellules contréles pour,
respectivement, des temps de 24 et 48 h Pl. Par contre, nous n’avons pas pu mettre en
évidence une augmentation de I’expression de CHOP10 dans les cellules exposées a des
bactéries mortes et ce, quel que soit la maniére dont les bactéries ont été inactivées. Ces
résultats suggerent donc que I’induction de CHOP10 est un processus qui requiert des
bactéries vivantes, ce qui élimine I’hypothese du contact des PAMPs de surface tels que le
LPS ou de la simple phagocytose de bactéries mortes.

2.3. Etude de I’effet du mutant virB sur I’expression de CHOP10 dans les
macrophages RAW?264.7

Etant donné que I’induction de CHOP10 nécessite des bactéries vivantes, nous avons voulu
tester I’implication du mutant virB dans ce processus. En effet, comme développé dans
I’introduction (voir Introduction, Boite 2), I’opéron virB code pour un systéme de sécrétion de
type 4 permettant la translocation d’effecteurs bactériens dans le cytoplasme de la cellule
infectée. Ces effecteurs sont fortement impliqués dans la virulence de la bactérie et servent
souvent & manipuler certaines fonctions cellulaires de la cellule eucaryote.

Pour tenter de mettre en évidence une éventuelle implication de ce systéme dans la réponse
conduisant a I’expression de CHOP10 dans les macrophages infectés par Brucella, nous
avons quantifié I’expression du géne codant pour CHOP10, en RT-gPCR en temps réel, dans
des macrophages RAW?264.7 exposés a la souche sauvage de B. abortus ou a une souche
délétée de I’opéron virB et ce, pour un temps de 48 h PI (Figure 3.8.). Nous pouvons observer
gu’il existe une différence hautement significative entre I’induction de CHOP10 observee
dans les cellules exposées a la souche sauvage et celle observée dans les cellules exposées a la
souche delétée de I’opéron virB (Figure 3.8.) puisque dans ces conditions, le niveau
d’expression de CHOP10 est comparable a celui obtenu pour des cellules controles.

En conclusion, ces résultats suggérent donc que I’opéron virB, et donc I’assemblage du T4SS,
est nécessaire a I’induction de CHOP10 dans les cellules RAW?264.7 exposées a B. abortus.
Pour vérifier cette hypothese, une expérience complémentaire devrait étre réalisée. En effet, la
délétion d’un opéron entier tel que virB peut avec des répercussions majeures sur la
physiologie de la bactérie. Pour confirmer que c’est effectivement, I’absence de cette opéron,
et donc du T4SS qui est responsable de I’absence d’induction de CHOP10, nous pourrions
réaliser une expérience de « rescue ». Celle-ci consiste a introduire un plasmide codant pour
I’opéron virB sous contrdle de son promoteur dans les bacteéries délétées de cet operon au
niveau génomique. Si I’induction de CHOP10 est restaurée alors nous pourrions affirmer que
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Figure 3.9. Effet d’une incubation de macrophages RAW2764.7 naifs avec des milieux de
culture conditionnés de macrophages préalablement exposés a B. abortus.

Des macrophages RAW264.7 ont été ensemencés des boites de culture a 6 puits a une densité de 600
000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été exposées (infectées) ou non (contréles) a B. abortus
2308 mCherry pendant une 1 h (MOI = 300), puis incubées dans du DHG-L1 contenant 10 % de SVFi
supplémenté de 50 ug/ml de gentamycine pendant 33 h PI.

Les milieux conditionnés ont été récoltés et filtrés sur un filtre de 0,22 um. lls ont ensuite été incubés
(colonnes gris clair) ou non (colonnes gris foncé) pendant 15 min a 80 °C avant d’étre transférés sur
des cellules RAW?264.7 naives pendant 24 ou 48 h.

Au terme de ces incubations, I’ARN total a été extrait et 5 ug ont été utilisés pour générer de I’ADNc
par transcription inverse. L’abondance des transcrits a été mesurée par RT-qPCR en temps réel a I’aide
d’amorces spécifiques. Les niveaux d’expression ont été calculés sur base de la méthode AACt avec
HPRT utilisé comme un gene de référence. Les résultats sont exprimés en nombre de fois d’induction
calculés par rapport a I’abondance de I’ARNm de CHOP10 dans des cellules contrdles incubées avec
du milieu frais pendant 24 ou 48 h (n=1).



I’opéron virB est effectivement nécessaire a I’induction de I’expression de ce facteur dans les
macrophages exposeés a la bactérie.

2.4. Recherche de I’existence d’une communication soluble intercellulaire

Nous avons montré que I’induction de CHOP10 est due a un processus actif nécessitant non
seulement que la bactérie soit vivante, mais également qu’elle exprime son T4SS. Attardons
nous un instant sur la cinétique et le pattern d’expression de CHOP10 au cours de I’infection
et rappelons que les premieres cellules a présenter une accumulation du facteur de
transcription sont des cellules qui ne sont pas infectées. Nous avons donc decidé de tester
I’hypothese d’une communication soluble intercellulaire. Cette hypothese repose sur le fait
que I’infection des macrophages par Brucella pourrait conduire a une ou plusieurs voies de
signalisation susceptibles de modifier I’activation de facteurs de transcription conduisant a
augmenter I’expression d’un ou de plusieurs médiateur(s) soluble(s) (cytokines ou autres) qui
par une action paracrine et autocrine, finirait, a leur tour, par activer une (ou plusieurs voies
de signalisation) conduisant a I’induction du facteur CHOP10.

Pour tester I’hypothése de la libération de molécules solubles dans le milieu extracellulaire,
susceptibles d’induire I’expression du gene dans des cellules non infectées, nous avons
d’abord infecté des cellules RAW264.7 avec B. abortus puis, a 33 h PI, nous avons transferé
les milieux de culture conditionnés sur des macrophages naifs, n’ayant jamais été en présence
de la bactérie. L étude de I’effet de ces milieux de culture conditionnés de cellules RAW264.7
sur le niveau d’expression de CHOP10 dans des cellules naives incubées avec ces milieux
devrait donc nous renseigner sur la présence, dans ces milieux, de molécules susceptibles
d’induire I’expression du gene Ddit3.

Les milieux conditionnés utilisés ont subit différents traitements : premiérement, ils ont éeté
filtrés sur un filtre de 0,22 um afin de limiter I’effet de la contamination de ces milieux par
des bactéries mortes (et/ou debris). Deuxiémement, les milieux conditionnés ont été dilues
deux fois dans du milieu de culture frais, afin de palier I’accumulation de déchets du
métabolisme cellulaire et la déplétion de différents facteurs de croissance,
nutriments,...essentiels a la survie (et qui ont été respectivement générés ou consommes au
cours de la premiére incubation), et permettre ainsi la survie des cellules naives incubées en
présence de ces milieux. Apres 24 ou 48 h d’incubation des cellules RAW264.7 avec ces
milieux, I’ARN total a éte extrait et I’abondance relative de I’ARNm de Ddit3 a été analysée
par RT-gPCR en temps réel (Figure 3.9.).

Sur cette figure, on peut voir que la présence des milieux de culture conditionnés filtrés est
suffisante pour induire I’expression de CHOP10, surtout apres 24 h d’incubation (2,6 fois
pour les milieux filtrés et chauffés). Cette induction peut paraitre faible et transitoire (car elle
n’est plus vraiment visible pour un temps de 48 h d’incubation) par rapport a I’induction de
I’expression de Ddit3 observée lors d’une infection, mais il existe plusieurs raisons qui
permettraient d’expliquer ces observations. Premiérement, les traitements subis par les
milieux conditionnés (filtration, dilution et chauffage a 80 °C visant a dénaturer les molécules
de nature protéique) diminuent la concentration de médiateurs solubles présente dans le
milieu. Deuxiéemement, le fait que les cellules productrices de ces médiateurs, c’est-a-dire les
cellules infectées, soient absentes du systeme étudié fait que les médiateurs pourraient étre
dégrades (ou internalisés) sans étre remplaces.

Ensuite, nous avons voulu déterminer la nature des médiateurs solubles présents dans les
milieux de culture conditionnes de cellules RAW264.7 infectées par B. abortus. En effet, les
résultats d’une etude publiée en 2009 ont montré que ce phénomeéne de communication
intercellulaire existe entre les macrophages RAW264.7 exposés a B. abortus et que celle-ci
fait intervenir des meédiateurs de nature protéique. En effet, des cellules infectées sécretent de

51



Cytokine / Chémokine

Méthode de quantification

Variation d’ abondance

IL-1a ELISA + RT-gPCR Yes
IL-1B ELISA + RT-gPCR Yes
IL-6 ELISA + RT-gPCR Yes
IL-10 ELISA + RT-gPCR Yes
IL-12 ELISA No
IL-23 ELISA No
IFNy ELISA + RT-gPCR No
TNFa ELISA Yes
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TGFB RT-gPCR No
INFa/B RT-gPCR Yes
KC RT-gPCR Yes
RT-gPCR ELISA
IL-6 IL-6
B g 8 J 10,00
Se = 800
22 60 g
v 3 2 6,00
Q
g g 4 > 4,00
T o
3 = 20 [ o 2,00
<
0 0,00 T T
5 24 48 10 20 44
£ IL-10 IL-10
g 50 . K 1000
g 40 g 800
v o =
E; 30 T g 6,00
28 2 = 4,00
g o
& 10 i 1 — 2 50
2 I '
S o= - - 0,00 -+ - — ,
< 5 24 48 10 20 a4
TNFa TNFa
*kk *kk *kk 35
£ 20 )
D : I L
< 15 — 2,5
S ]: I G 2
gg 10 o 815
sz ’
S - 1
ge 5 —
g 05
£ 0 4 mi- == ke 0 , [
'g 5 24 48 10 20 44
2 Temps post-infection (h) Temps post-infection (h)



q —
E IL-1A M IL-1A
azf 10000 3,50
<
= 8000 3,00
° B 250
£ 6000 > 2,00
B g
T g 4000 < 150
§ g 1,00
a 2000 050
§ 0 ! T 0,00 T - T
5 24 48 10 20 a4
F IL-1B L IL-1B
£
g 600 0,30
= 500 0,25
s 5
2 @ 400 5 020
k-] = o0
& = 300 £ 015
g9 <
g 200 S 0,10
[=)
-‘-::' 100 0,05
2 0 - 0,00 : :
5 24 48 10 20 44
G IFNa Temps post-infection (h)
g 8
T s
9 ©
2
EE 4
e
I+
g 2
[}
-]
c
8 0
< 5 24 48
IFNb
He
S
= 50
-]
¢ 2 40
>
EE
T g 30
]
¢ 20
1]
10
2
< 0 —— .
5 24 48
CXCL-1
I 3 350
£
£ 300
(-4
< 250
]
s 200
23 150
<38 100
£
g 50
S 5 24 48
<

Temps post-infection (h)



Figure 3.10. Analyse de I’abondance de différentes cytokines/chémokines exprimées et/ou
sécrétées par les macrophages RAW?264.7 en réponse a une exposition a B. abortus.

A. Liste des cytokines et chémokines analysées et pour chacune d’elles, la (les) méthode(s) de
quantification utilisées et le résultat obtenu dans les cellules RAW 264.7 exposées a B abortus.

B.-l. Des macrophages RAW264.7 ont été ensemencés dans des boites de culture a 6 puits a une
densité de 600 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été exposées (colonnes gris clair) ou non
(colonnes gris foncé) a B. abortus 2308 mCherry pendant 1 h (MOI = 300), puis incubées dans du
DHG-L1 contenant 10 % de SVFi supplémenté de 50 ug/ml de gentamycine. A 5, 24 et 48 h PI,
I’ARN total a été extrait et 5 ug ont été utilisés pour générer de I’ADNCc par transcription inverse.
L’abondance relative des ARNm codant pour I’IL-6 (B), I’IL-10 (C), le TNFa (D), I’lL-1A (E), I’IL-
1B (F), I'IFNa. (G), I'IFNB (H) et le CXCL-1 (I) a été mesurée par RT-gPCR en temps réel a I’aide
d’amorces spécifiques. Les résultats sont exprimés en nombre de fois d’induction par rapport a
I’abondance des ARNm correspondant dans des cellules contréles (incubées pendant le méme temps
dans du milieu DHG-L1 contenant 10 % de SVFi supplémenté de 50 pg/ml de gentamycine). Les
valeurs d’expression ont été calculés sur base de la méthode AACt avec HPRT utilisé comme géne de
référence et sont exprimées comme le ratio entre I’abondance d’un transcrit et I’abondance de ce
transcrit obtenue pour les cellules controles. Pour E a I, n=1. Pour B a D, les résultats présentés
constituent la moyenne + 1 écart type pour 3 expériences indépendantes (n=3). L’analyse statistique
des différences observées entre les cellules contrdles et les cellules exposées a la bactérie a été établie
par un test t de Student (*** : statistiquement significativement du contréle avec P<0,001).

J.-N. Les macrophages RAW264.7 ont été ensemencés dans des boites de culture a 6 puits a une
densité de 600 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été exposées (colonnes gris clair) ou non
(colonnes gris foncé) a B. abortus 2308 mCherry pendant 1 h (MOI = 300), puis incubés dans du
DHG-L1 + 10 % SVFi supplémenté avec 50 pg/ml de gentamycine. A 10, 20 et 44 h PI, les milieux
de culture conditionnés ont été collectés et filtrés sur filtre 0,22 um. Les cytokines ont été quantifiées a
I"aide du kit « Multi Analyte ELISArray™ (SA biosciences). Les tapis cellulaires ont ensuite été lysés
avec du NaOH 0,5 N et la concentration en protéines a été quantifiée par la méthode de Folin. Les
valeurs (sauf F) ont été exprimées en valeurs de D. O D.O. obtenues par ELISA normalisées par la
quantité de protéines associée au tapis cellulaire correspondant (n=1).



I’interféron de type I (IFNo/p) qui va étre responsable de I’induction d’une IRG (Immunity
related GTPase) comme Irgm3 par les cellules ne contenant pas la bactérie'®.

Les IRGs sont des GTPases impliquées dans la défense contre les pathogénes intracellulaires
notamment en perturbant le trafic intracellulaire de la vacuole qui les contient'®. Afin de
tester si le(s) mediateur(s) soluble(s) est/sont de nature protéique, nous avons voulu imposer
un traitement dénaturant aux milieux de culture conditionnés avant de les incuber avec les
cellules naives. Nous avons choisi un traitement de dénaturation a la chaleur afin d’éviter les
modifications de composition des milieux conditionnés. La température de dénaturation des
protéines est communément fixée a 100°C. Cependant, nous n’avons pas pu travailler dans
ces conditions car ce traitement provoquait la mort des cellules incubées avec les milieux de
culture conditionnés ainsi traités et ce, qu’ils proviennent de cellules contrdles ou de cellules
infectées (données non montrées). C’est la raison pour laquelle nous avons seulement chauffé
les milieux conditionnés a 80 °C pendant 20 min (Figure 3.9.). Nous pouvons voir que
I’abondance de I’ARNmM de Ddit3 est environ diminuée de 40 % par rapport a I’induction
obtenue lorsqu’on incube les cellules naives avec un milieu conditionné filtré mais non
chauffé. La diminution partielle suggére qu’au moins une partie de I’induction de I’expression
de CHOP10 est due a un facteur de nature protéique.

Differentes hypotheses peuvent étre avanceées pour expliquer le fait que 60 % de I’induction
sont conservés apres I’incubation des milieux conditionnés a 80 °C. Premierement, nous ne
sommes pas certains que 80 °C soit une tempeérature suffisante pour dénaturer I’ensemble des
protéines. Pour s’en assurer nous pourrions comparer les résultats obtenus avec d’autres
méthodes de dégradation des protéines comme, par exemple, un traitement avec des
protéases. Deuxiémement, si les protéines ont effectivement été dénaturées, nous ne pouvons
pas exclure qu’un repliement, méme partiel, ne puisse pas avoir lieu. En effet, des
fragments/domaines de protéines repliées pourraient étre suffisants pour induire la réponse
cellulaire suite a une liaison a leur récepteur. Troisiemement, le mécanisme de
communication intercellulaire responsable de I’induction de CHOP10 pourrait impliquer des
médiateurs de nature non proteique.

En effet, si toutes les protéines ont été dénaturees, les 60 % d’induction restant pourraient
étre provoqués par des effecteurs nucléiques™, lipidiques'®, des carbohydrates’®® ou
autres®®. Pour tester cette troisiéme hypothése, nous pourrions tester séparément et en
association différents traitements par des lipases, des nucléases et des saccharases.

2.5. Quantification de I’abondance de diverses cytokines connues pour étre
sécrétees par des macrophages infectés

Nous avons montré qu’il existe un ou plusieurs mediateur(s) soluble(s) libérés dans les
milieux de culture conditionnés par des cellules RAW?264.7 infectées et susceptible(s)
d’induire I’expression du géne codant pour CHOP10 dans des cellules naives. Etant donné
gu’au moins une partie de ces médiateurs semble étre de nature protéique, nous avons décidé
de quantifier I’abondance (relative) d’un ensemble de cytokines et chémokines connues pour
étre sécrétées par des macrophages infectés par divers pathogénes comme le TNFo®® ou
I"IFNB®.

Cette liste non exhaustive de cytokines est reprise a la Figure 3.10.A. Pour des raisons
pratiques, I’abondance protéique de 12 d’entre-elles (IL-1a.,, IL-18, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23,
IFNy, TNFa, MCP-1, GM-CSF, MIP-1a et MIP-1p) a été quantifiée, par ELISA, dans les
milieux conditionnés de macrophages RAW264.7 exposés a B. abortus. Pour les autres
cytokines, I’abondance de I’ARNm a été quantifiée en RT-gPCR en temps réel sur des
extraits d’ARN total prépares a partir de macrophages RAW?264.7 exposés a B. abortus.
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Parmi les seize cytokines analysées, huit sont sur-exprimées et/ou plus abondamment
sécretees par les macrophages exposés a B. abortus par rapport aux cellules contréles. 1l s’agit
de I’lL-6, I’IL-10, le TNFa, I’'lFNa., PIFNB, I'IL-1a, ’'IL-1p et CXCL-1.

Parmi ces huit cytokines différentiellemment exprimees et/ou sécrétées par les macrophages
exposeés a la bacterie, certaines pourraient donc étre des candidats intéressants susceptibles de
conduire a I’expression de CHOP10.

Il est important de noter que I’expérience d’ELISA constituait une premiere approche
permettant de passer en revue différentes cytokines qui pouvaient étre différemment
exprimées et/ou sécrétees par les macrophages RAW264.7 exposés a B. abortus. N’ayant
aucune idée de la quantité de chaque cytokine présente dans les milieux de culture
conditionnés, le test ELISA a été réalisé sur des milieux conditionnés non dilués. Cependant,
dans ces conditions, la D.O. mesurée pour le TNFa était saturée. C’est la raison pour laquelle,
les résultats obtenus pour TNFa ne sont pas normalisés par la quantité de protéines associée
au tapis cellulaire. Cependant, il est évident que le TNFa est probablement produit de
maniere abondante par les macrophages RAW?264.7 exposés a la bactérie et ce, tres
rapidement, puisque cette cytokine est déja trés abondante dans les milieux de culture
conditionnés pour un temps de 10 h PI.

Maintenant que nous avons identifié différents effecteurs potentiels qui pourraient étre
impliqués dans la communication entre les cellules infectées et les cellules non infectées, nous
pourrions recommencer une étude de I’analyse de I’abondance protéique de ces cytokines par
ELISA, mais cette fois en testant différentes dilutions des milieux conditionnés afin d’éviter
ce phénomeéne de saturation. De plus, nous devrions réaliser une courbe d’étalonnage pour
chaque cytokine a I’aide de protéines recombinantes testées a des concentrations connues,
pour pouvoir déterminer la concentration de chaque cytokine de maniére quantitative et non
de manieére relative.

Afin de déterminer de maniere rationnelle quelles cytokines méritaient d’étre étudiées plus en
détails, nous avons premiérement analyse la cinétique d’apparition des différentes cytokines.
Nous avons identifié quatre cytokines dont I’abondance augmente au cours du temps et ce,
avec un profile comparable a la cinétique d’apparition de CHOP10, c’est-a-dire, peu ou pas
détectées a 5 h Pl et retrouvées de maniére plus abondante a 44 qu’a 20 h PI. 1l s’agit de I’IL-
la, ’IL-6, 'IFNa et PINFp.

En cherchant des informations relatives a ces differentes cytokines dans la littérature, nous
avons écarté I’IL-1p. En effet, bien qu’un effet positif de I’IL-1 sur I’expression de CHOP10
ait déja été rapporté dans la littérature®, le fait que la cinétique d’apparition est plus tardive
que celle de CHOP10 suggere que I’IL-1p serait plus une conséquence de I’expression de
CHOP10 plut6t que la cause. En effet, CHOP10 est connu pour induire la transcription de la
caspase 11, une caspase responsable du clivage activateur de la caspase 1 qui, a son tour va
pouvoir cliver et donc permettre la maturation de I’IL-1p?%. L’accumulation de CHOP10
dans les macrophages RAW264.7 exposés a B. abortus permettrait donc la cascade de clivage
conduisant a une augmentation de I’abondance protéique de IL-18 dans le milieu
extracellulaire.

L’1L-10 est retrouvee de maniére plus abondante a 20 h qu’a 10 et 44 h PI et présente donc un
optimum de production au cours de I’infection. Le TNFa. et KC sont déja induits a 10 h PI.
Etant donné que CHOP10 n’est pas exprimé avant 24 h PI, il est peut probable, mais pas
exclu, que ces protéines soient responsables de I’induction de CHOP10.

Pour certaines cytokines quantifiées dans les milieux de culture conditionnés a I’aide du kit
ELISA, nous avons également réalisé la quantification de I’ARNm dans les cellules infectées.
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Figure 3.11. Invalidation de CHOP10 a I’aide de siRNA dans les macrophages RAW264.7
exposés a B. abortus

Des macrophages RAW?264.7 ont été ensemencés dans des boites de culture a 12 puits a une densité
de 50 000 cellules/puits. Aprés 24 h, les cellules ont été transfectées ou non (colonnes noires et gris
foncé) ou avec des siRNA dirigés contre I’ARNm de CHOP10 (colonne gris clair) ou avec des siRNA
contrdles (colonnes blanches) (50 nM), a I'aide d’un vecteur de transfection chimique (HiPerFect).
Aprés 24 h, les cellules ont été exposées (colonnes gris foncé, gris clair et blanche) ou non (colonnes
noires) a B. abortus 2308 mCherry pendant une 1 h (MOI = 300), puis incubées dans du DHG-L1
contenant 10 % de SVFi supplémenté de 50 ug/ml de gentamycine. A 24 et 48 h PI, I’ARN total a été
extrait et 5 ug ont été utilisés pour générer de I’ADNc par transcription inverse. L’abondance des
transcrits a été mesurée par RT-qPCR en temps réel a I’aide d’amorces spécifiques. Les résultats
d’expression ont été calculés sur base de la méthode AACt avec HPRT utilisé comme un géne de
référence. Les résultats sont exprimés en nombre de fois d’induction par rapport a I’abondance de
I’ARNm de CHOP10 dans les cellules contrdles non transfectées (colonnes noires) (n=1).



Nous observons que pour trois d’entre-elles, I’'lL-6, I'IL-10 et le TNFa, les profils
d’expression au niveau du transcrit et de la protéine sont comparables, bien que les temps
testés ne soient pas tout a fait identiques dans les deux conditions. L’IL-1a et I'IL-1pB
semblent montrer des profils différents. L apparition plus précoce de I’ARNmM par rapport a la
protéine suggére I’existence de mécanismes de régulation post-transcriptionnels régulant
I’expression de ces protéines.

Précisons que malgré la variabilité importante des abondances mesurées pour une cytokine
donnée entre les trois experiences indépendantes, le profil d’expression/secrétion est resté
inchangé. Nous suspectons que cette variabilité importante soit due au modéle expérimental
employé. En effet, dans notre cas, la variabilité expérimentale peut résulter de la bactérie et de
la cellule eucaryote.

Pour rechercher le réle éventuel de ces cytokines dans I’induction de CHOP10, il serait donc
pertinent de poursuivre ces études en recherchant I’implication potentielle de I’'lIL-1c., I1L-6,
IFNa et I’IFNg dans I’induction de CHOP10 dans les macrophages RAW264.7 exposés a B.
abortus. Pour cela, il serait intéressant 1) d’analyser I’effet de I’invalidation de ces cytokines
par des SiRNA au cours de I’infection et/ou 2) de tester I’effet de I’addition d’anticorps
neutralisants dans les milieux de culture conditionnés sur I’expression de CHOP10 par des
cellules naives incubées en présence de ces milieux. Une série d’expériences supplémentaires
pourrait étre realisee en recherchant I’effet éventuel d’une stimulation des macrophages
RAW264.7 par des cytokines recombinantes sur le niveau d’expression de Ddit3. Enfin, il est
également envisageable que plusieurs cytokines participent a I’induction de I’expression de
CHOP10 dans les cellules RAW264.7 exposees a B. abortus. Si cette hypothese est vraie,
nous devrions pouvoir inhiber I’expression du géne codant pour CHOP10 par une approche
combinant ces interventions sur plusieurs cibles simultanément.

Partie 3 : Etude préliminaire visant a rechercher la ou les fonction(s)
remplie(s) par CHOP10 dans les macrophages RAW?264.7 exposés a B.
abortus : Mise au point de I’invalidation de CHOP10 a I’aide de siRNA

Bien que le premier objectif de ce travail n’ait pas été completement atteint, le second objectif
de ce travail était d’étudier les fonctions remplies par CHOP10 dans des cellules exposees a
B. abortus. Pour cela, il sera nécessaire de comparer les différents processus biologiques et
réponses étudiés dans des conditions d’infection en présence ou en absence de la protéine
CHOP10. Nous développerons les fonctions cellulaires qui mériteraient, selon nous, d’étre
analysées dans le cadre d’un travail ultérieur dans le chapitre relatif aux perspectives.

Un moyen pertinent pour tester le réle de CHOP10 lors d’une infection des cellules serait de
travailler sur des BMDM (bone marrow derived macrophages) provenant de souris invalidees
(KO) pour le gene Ddit3 et de comparer la réponse a I’exposition a B. abortus a celle obtenue
pour des BMDM provenant de souris sauvages. Cependant, la purification quotidienne de
cellules primaires est contraignante. Le travail sur ces macrophages en provenance de souris
ayant différents backgrounds génétiques sera donc réservé a des experiences ponctuelles de
confirmation. Il était donc important de mettre au point les conditions permettant
I’invalidation de I’expression de CHOP10 (knock down ou silencage) dans les macrophages
de la lignée RAW264.7. Nous avons donc réalisé les mises au point nécessaires a
I’invalidation de CHOP10 a I’aide de siRNA afin de faciliter I’étude de la recherche de
fonction de CHOP10 dans le cadre d’un travail ultérieur.
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Nous avons donc transfecté les cellules RAW264.7 avec un siRNA dirigé contre I’ARNm de
CHOP10 ou avec un siRNA contrdle negatif (RISC-free) qui n’est pas chargé par RISC afin
de prendre en compte un éventuel effet de la transfection sur le processus biologique étudie.
Ces cellules ont ensuite été exposées a B. abortus et le niveau d’expression de CHOP10 a été
étudié en RT-gPCR en temps réel (Figure 3.11.). Dans ces conditions, nous montrons que le
SiRNA dirige contre ’ARNm de Ddit3 prévient bien I’augmentation de I’abondance du
transcrit du gene cible induite par I’exposition des cellules a la bactérie (différence de plus de
80 %) alors que le siRNA contréle n’induit qu’une légere diminution de I’abondance du
transcrit codant pour CHOP10 (20 %).

Dans ces conditions, I’expression de CHOP10 dans les cellules transfectées avec des SiRNA
dirigés contre CHOP10 est comparable a celle observée dans les cellules controles, tandis que
la transfection des cellules avec des siRNA contréles ne modifie que lIégérement I’abondance
du transcrit du gene Ddit3 déterminée dans des cellules RAW264.7 exposées a B. abortus.

55






Conclusion et perspectives

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons étudié I’impact d’une infection par B. abortus sur
les macrophages RAW264.7 et plus particulierement sur I’induction du facteur de
transcription CHOP10.

Une étude menée precédemment au laboratoire avait pour but d’étudier I’effet de I’infection
sur I’activation des différentes voies de signalisation de la réponse UPR. De maniére
surprenante, parmi les nombreux marqueurs analysés (niveau d’expression des genes HERP,
BiP/GRP78, Ddit3/CHOP10, I’abondance de la forme phosphorylée de elF2a, et I’activité du
facteur de transcription XBP1s), seule I’induction de I’expression de CHOP10 a été identifiee
comme étant une réponse des cellules RAW?264.7 exposées a la bactérie. En effet, CHOP10
montre une dynamique d’expression qui est positivement corrélée au temps Pl. Ces
observations suggeraient que CHOP10 est induit indépendamment d’une activation de I’UPR.
De plus, vu I’induction de I’expression de CHOP10 observée en réponse a I’infection, une
analyse de sa localisation subcellulaire et du degre d’homogénéité de cette réeponse au sein de
la population cellulaire exposée a la bactérie avait été réalisée par des marquages en
immunofluorescence et des observations en microscopie confocale. Cette etude a montré que,
pendant les 48 premieres heures post-infection, CHOP10 est retrouvé dans le noyau des
cellules qui ne contiennent pas la bactérie et ne sont donc pas infectées. Ces observations
suggeéraient alors une communication intercellulaire par des médiateurs solubles pour
permettre aux cellules qui contiennent la bactérie d’induire I’expression de CHOP10, a
distance, dans les cellules qui ne sont pas infectées (N. Lebailly, Mémoire 2011).

La premiere partie du mémoire visait a caractériser I’expression de CHOP10 dans les
macrophages RAW?264.7 exposés a B. abortus. Pour cela, nous avons tout d’abord confirmé
I’induction de CHOP10 au niveau protéique par une analyse de I’abondance du facteur en
western blot dans des échantillons proteiques préparés a partir de macrophages RAW264.7
exposés a B. abortus. De plus, nous avons complété ces informations montrant que
I’abondance de ’ARNm du gene Ddit3 est également plus importante dans les cellules
répondant a la presence de B. abortus et ce, selon la méme cinétique d’apparition. Ce resultat
suggere donc que I’expression de CHOP10 dans les macrophages RAW264.7 exposes a la
bactérie pourrait étre due a une régulation transcriptionnelle et/ou a une régulation post-
transcriptionnelle.

Nous avons également confirmé et complété les marquages en immuno-fluorescence et les
observations en microscopie confocale. Premierement, le fait que CHOP10 soit localisé dans
le noyau des cellules qui I’expriment suggere qu’il est potentiellement capable de lier I’ADN
et donc susceptible de moduler I’expression de génes cibles. En effet, nous avons montré que
le niveau d’expression d’un des genes cibles de CHOP10, GADD34 est parfaitement corrélé a
I’induction de I’expression observee pour le facteur de transcription. Si cette observation n’est
gu’une correlation positive, elle suggeére tout de méme que CHOP10 est actif dans les
macrophages RAW264.7 exposés a B. abortus. Pour confirmer le lien causal entre
I’augmentation de I’abondance de CHOP10 et I’expression de GADD34, bien établi®”, nous
pourrions analyser le niveau d’expression de GADD34 dans des cellules invalidées pour
CHOP10 a I’aide de siRNA avant leur exposition a Brucella.

Deuxiémement, les observations réalisées en microscopie confocale sur des cellules
RAW264.7 marquees en immunofluorescence pour le facteur de transcription a montré que
CHOP10 est d’abord exprimé dans des cellules qui ne contiennent pas la bacterie et ce, jusque
48 h PIl. En effet, a 72 h PI, I’ensemble des cellules exprime CHOP10, qu’elles soient
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infectées ou non. L’expression de CHOP10 dans les cellules qui ne contiennent pas la bactérie
peut étre expliqué selon nous par deux modéles différents: I’hypothése de contact selon
laguelle un contact précoce entre la bactérie et la cellule eucaryote serait capable d’induire
I’expression de CHOP10 de maniére retardée et I’hypothése de I’existence d’une
communication intercellulaire selon laquelle les cellules infectées induisent la production de
médiateurs capables d’induire la production de CHOP10 dans les cellules non infectées. Il
semble que les résultats obtenus dans ce travail supportent le modele de la communication
intercellulaire, comme nous allons tenter de I’expliquer dans cette conclusion (Figure 4.1 A et
B).

Nous avons également montré dans ce travail que I’expression de CHOP10 dans les
macrophages en réponse a une exposition a B. abortus semble ne pas étre un processus
spécifique aux cellules RAW264.7 puisque nous avons montré, par un marquage en
immunofluorescence, que celui-ci est également observé dans les cellules MEFs. Cependant,
le pattern d’expression est différent puisque dans les cellules MEFs, CHOP10 est détecté dans
les cellules qui contiennent la bactérie (48 h PI). Les raisons de cette différence sont encore
inconnues a ce jour mais meriteraient d’étre étudiées. De plus, il serait intéressant de
compléter cette analyse en étudiant I’abondance de CHOP10 dans d’autres types cellulaires
eucaryotes. Il serait par exemple intéressant de tester d’autres lignées de macrophages telles
que les J774 ou encore d’autres types cellulaires connus pour étre infectés lors d’une infection
naturelle tels que des trophoblastes ou des cellules épithéliales. De méme, nos résultats ayant
été obtenus sur une lignée de cellules immortalisées, il serait intéressant de vérifier nos
observations dans des lignées de macrophages primaires tels que les BMDM.

Nous avons également testé I’effet d’une autre espece de Brucella, B. melitensis, sur
I’induction de CHOP10 dans les macrophages RAW 264.7 exposés a la bactérie. Dans ces
conditions, nous avons montré une induction de CHOP10 dans les macrophages exposes a B.
melitensis qui est beaucoup plus faible que celle observée dans les cellules en réponse a B.
abortus. 1l semble donc que I'induction de CHOP10 dans les cellules infectées ne soit pas
géneralisable a I’ensemble des bactéries du genre Brucella. Les raisons de cette différence ne
sont pas claires. Comme développé au point 5 des résultats, nous avons proposé deux
hypothéses pour tenter de I’expliquer. Nous suggérons que la différence pourrait venir d’une
différence dans le déroulement de I’infection ou d’une différence dans le génome méme des
deux espéces bactériennes. Il serait intéressant d’analyser I’induction de CHOP10 a d’autres
temps PI afin de comparer les cinétiques d’induction de CHOP10 en réponse a I’exposition
aux deux bactéries. De plus, il faudrait analyser d’autres souches de B. melitensis et d’autres
souches de B. abortus afin de nous assurer que le phénotype n’est pas spécifique de celle-ci. Il
serait également intéressant de compléter ces observations en testant d’autres souches de la
bactérie telles que B. suis ou B. ovis, ou méme d’autres genres bactériens comme par exemple
Legionella, une autre bactérie intracellulaire se répliquant dans les RE?,

La deuxieme partie du mémoire avait pour but de comprendre le mécanisme d’induction de
CHOP10 dans les macrophages exposés a B. abortus.

Comme mentionné ci-dessus, I’étude réalisée précédemment au laboratoire suggerait que
I’induction de CHOP10 est indépendante de la réponse UPR puisque, parmi les divers
marqueurs testeés, CHOP10 est le seul dont I’abondance augmente en réponse a I’exposition
des macrophages a la bactérie (N. Lebailly, Mémoire 2011). De plus, le pattern d’expression
de CHOP10 est difficilement compatible avec une reponse UPR. En effet, si CHOP10 était
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induit a cause d’un stress du RE causé par la bactérie, on s’attendrait a ce qu’il soit
rapidement exprimé dans les cellules infectées.

Il a été montre que dans le cadre de I’UPR, 3 facteurs de transcription (ATF6, ATF4 et XBP1)
régulent la transcription de CHOP10®". Cependant, au début de ce travail, aucune information
concernant I’abondance et/ou I’activité des facteurs de transcription ATF4 et ATF6 n’était
disponible dans le cadre des macrophages exposés a B. abortus. Etant donné que le niveau de
phosphorylation d’elF2a. ne varie pas en reponse a I’infection, il est peut probable que
I’abondance protéique d’ATF4, dont la traduction est induite par celui-ci'®, varie dans ces
conditions. Cependant, nous avons tout de méme analyse I’abondance ou I’activité des
facteurs ATF4 et ATF6 dans les cellules exposées a la bactérie. Nous montrons que
I’abondance proteique d’ATF4 ne varie pas en réponse a I’infection. Notons que le niveau
basal de I’abondance de cette protéine n’est pas nul. Il a été suggéré qu’en conditions basales
ATF4 est séquestré par la ZIP kinase'*. Or, dans le cadre d’une réponse UPR, c’est le niveau
de traduction de ce facteur qui contréle son abondance. Ce qui signifie que, méme si le facteur
est responsable de I’induction de CHOP10 dans ces conditions, il est peu probable que ce soit
dans le cadre d’une réponse UPR. L’activite d’ATF6 a été mesurée a I’aide d’un systéme
rapporteur. Comme expliqué au point 2.1. des résultats, ces résultats sont difficilement
exploitables.

Un expérience permettant d’établir une implication d’ATF4 et/ou d’ATF6 dans la régulation
transcriptionnelle de CHOP10 serait de réaliser une invalidation de I’expression de ces
facteurs de transcription a I’aide de siRNA dirigés contre les transcrits de ces facteurs de
transcription dans des cellules exposées a B. abortus et ensuite analyser par RT-qPCR en
temps réel, la quantité d’ARNm de CHOP10 en présence et en absence de I’expression de ces
facteurs.

De plus, si I’induction de CHOP10 dépend effectivement de ces facteurs de transcription, il
faudrait approfondir pour savoir dans par quelle voie de signalisation ceux-ci sont induits. En
effet, ATF4 peut étre induit par des différents mécanismes indépendant de I’'UPR comme par
exemple lors de la phosphorylation du facteur elF2ca qui lui méme peut étre phosphorylé par 4
kinases différentes (PERK, GCN2 (general control nonrepressible-2), HRI (heme-regulated
inhibitor) et PKR (double-stranded RNA-induced protein kinase)) selon les conditions
rencontrées telles que par exemple en réponse & I’activation des MAPK?®.

Nous avons également développé au point 3.3.1. de I’introduction que CHOP10 pouvait étre
induit par d’autres facteurs de transcription de la famille des ATF942143.147 "qag C/EBPY’
ou encore par les facteurs AP-1** et ce dans des conditions qui peuvent étre indépendantes de
I’UPR. Dans le futur il serait intéressant d’invalider I’expression de ces facteurs de
transcription a I’aide de siRNA afin d’analyser leur implication potentielle dans I’induction de
CHOP10 en réponse a I’exposition a B. abortus.

Nous avons également voulu déterminer si I’induction de CHOP10 dans les cellules
RAW264.7 dépend d’un processus actif ou passif de la bactérie. En effet, il a été montré
gu’une incubation de LPS soluble d’E. coli est capable d’induire, dans des macrophages,
I’expression de CHOP10 et ce, de maniere retardée par rapport a I’expression de CHOP10
induite par la TG lors de I’activation d’une UPR. Ce processus aurait pu éventuellement
expliquer I’induction de CHOP10 retrouvée a 72 h Pl dans I’ensemble des cellules en réponse
a un contact entre le LPS de Brucella et la cellule hote eucaryote.

Cependant, différents éléments suggerent que cette hypothése est peu probable. En effet,
premiérement, le LPS de Brucella est beaucoup moins endotoxique que celui d’E. coli'®. En
effet, il ne lie que faiblement le TLR4 a cause de la structure non canonique de son lipide
A™* Soulignons de plus que I’expérience citée ci-dessus utilisait du LPS soluble. En effet, il
parait pertinent de suspecter que le LPS soluble n’a pas des propriétés identiques au LPS

58






porté par une bactérie, comme dans le cadre des infections que nous avons réalisées.
Deuxiémement, dans I’étude rapportée pour la stimulation des cellules par le LPS soluble de
E. coli, d’autres marqueurs de la réponse UPR sont détectés a des temps plus précoces™® alors
que I’activation de tels marqueurs n’a pas pu étre mise en évidence dans les macrophages
exposés a Brucella (Nicolas Lebailly, Mémoire 2011). Enfin, I’induction de I’expression de
CHOP10 est de plus en plus importante au cours du temps d’incubation post-infection et est
donc correlée a I’augmentation de la charge bactérienne suite a la replication de la bacterie
qui se déroule au cours du temps PI. Cette observation laisse penser qu’un processus actif
nécessitant une bactérie vivante qui se réplique et non la simple phagocytose de bactéries
mortes est nécessaire a I’induction de I’expression du géene Ddit3 dans les macrophages
exposeés a la bactérie.

Dans ce travail, nous avons montrée que I’induction de CHOP10 est un processus qui nécessite
la présence de bactéries vivantes. De plus, il semble que ce processus actif soit médié par un
(des) effecteur(s) transloqué(s) par le T4SS puisque des bactéries déletées pour I’opéron virB
codant pour le T4SS sont incapables d’induire I’expression de CHOP10 dans les macrophages
RAW264.7. Malheureusement, bien que I’importance de T4SS de Brucella dans la virulence
de la bactérie soit clairement établie, les mécanismes par lesquels les effecteurs assurent leur
fonction sont meconnus. En effet, différents effecteurs sont identifiés, mais a ce jour,
seulement deux d’entre eux ont une fonction associée. 1l s’agit de Btp1™*, connu pour moduler
les voies de signalisation en aval des TLR et RicA*, un effecteur interagissant avec Rab2 et
modulant ainsi le trafic intracellulaire de la BCV (Les mécanismes d’action sont détaillés aux
points 1.4.2. et 1.3.3. de I’introduction).

Cependant, pour confirmer que le phénotype observé (absence d’induction de CHOP10 en
réponse au mutant AvirB) est du a I’absence de I’opéron virB et non pas a une autre mutation
qui se trouverait ailleurs dans le génome, il faudrait réaliser une expérience de « rescue ».
C’est a dire une infection avec la souche B. abortus AvirB dans laquelle on aurait
préalablement reintroduit un plasmide encodant I’opéron virB sous le contr6le de son
promoteur. Si I’absence d’induction de CHOP10 dans les cellules exposées a B. abortus est
bien due a I’absence de I’opéron, dans I’expérience de «rescue », I’induction de CHOP10
devrait étre comparable a celle obtenue lors d’une infection par la souche B. abortus sauvage.

Nous avons mis en évidence que des facteurs solubles contenus dans les milieux conditionnés
de macrophages RAW264.7 exposés a B. abortus sont capables d’induire I’expression de
CHOP10 dans des macrophages RAW264.7 naifs, ce qui supporte I’hypothése de la
communication intercellulaire.

Une étude parue en 2009 a montré, dans un modele de macrophages RAW?264.7 infectés par
B. abortus, que les cellules infectées induisaient, dans les cellules voisines non infectees,
I’expression de Irgm3 et ce, par la sécrétion d’IFN de type I*®.

Nous avons donc voulu analyser I’implication potentielle de facteurs solubles de nature
protéique présents dans les milieux de culture conditionnés de macrophages exposes a la
bactérie dans I’induction de I’expression de CHOP10. Etant donné que pour des raisons
inconnues, les cellules ne supportent pas I’incubation en présence de milieux de culture
conditionnes incubés a 100 °C, nous avons réalisé I’expérience avec des milieux conditionnés
incubés a 80°C. Nous avons néanmoins pu montrer que I’induction de CHOP10 est, au moins
en partie, sensible au chauffage du milieu conditionné et donc probablement aux facteurs
protéiques contenus dans ces milieux de culture conditionnes.

Des lors, nous avons réalisé une recherche bibliographique afin de recenser un maximum de
cytokines connues pour étre sécrétées par les macrophages infectés. Nous avons alors
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constitué une liste de 16 cytokines que nous avons quantifiées au niveau de I’abondance de
I’ARNm (en RT-gPCR) dans les cellules exposées a la bactérie et/ou au niveau de
I’abondance protéique dans les milieux de culture conditionnés (par des tests ELISA). Parmi
les 16 cytokines testées, nous avons mis en évidence une augmentation de
I’abondance/I’expression de 8 d’entres elles en réponse a I’exposition de la bactérie. Ensuite,
sur base de leur cinétique de sécrétion ou d’expression, nous avons sélectionné 4 cytokines
(IL-1a, IL-6 IFNo et IFNB) dont la cinétique d’appariation est comparable a celle de
CHOP10.

Comme perspective a ce travail, il serait intéressant d’invalider I’expression de ces cytokines
par transfection de siRNA dans des cellules qui seraient ensuite exposées a la bactérie ou de
neutraliser I’effet biologique de ces cytokines dans les milieux de culture conditionnés en
présence d’anticorps neutralisants. Une fois ces cytokines invalidées ou neutralisées
(separément ou ensemble), nous pourrions tester I’effet de milieux de culture conditionnés sur
I’expression de CHOP10 dans des cellules naives.

De plus, rappelons que nous ne pouvons pas affirmer que I’induction de CHOP10 est due
entierement a un ou plusieurs facteurs protéiques. Il se pourrait donc aussi que I’induction
partielle du géne Ddit3 encore observée aprés I’invalidation de la cytokine soit générée en
réponse a un médiateur de nature non proteique. En effet,

De plus, une expérience complémentaire permettant de confirmer I’implication d’une ou de
plusieurs cytokine(s) donnee(s) dans I’expression de CHOP10 pourrait étre envisagee en
testant I’effet d’une stimulation de cellules RAW264.7 a I’aide de cette/ces cytokine(s)
recombinante(s).

Cependant, bien que nous ayons montré que I’induction de CHOP10 est généerée par un
mécanisme de communication intercellulaire, il reste a découvrir comment B. abortus induit
la production de ces médiateurs solubles par les cellules qu’elle infecte et comment ces
cytokines vont pouvoir induire I’expression de CHOP10 dans les cellules non infectées.

En effet, dans le cadre de ce modéle d’infection expérimentale, deux questions subsistent.
Premiérement, quelle(s) sont les voies de signalisation activées par Brucella responsables de
la production de cytokines dans les cellules infectées? Deuxiemement, par quel(s)
mécanisme(s) les cytokines vont-elles induire la transcription de CHOP10 ?

Pour tenter de déterminer les processus biologiques perturbés par la présence de la bactérie, et
donc susceptibles d’étre responsables de I’induction d’une réponse cellulaire nous avons
analysé les résultats d’une etude transcriptomique portant sur I’impact d’une infection par B.
abortus sur les macrophages RAW 264.7 **. Les résultats de cette étude montrent qu’une série
de genes impliqués dans chaine de transport d’électrons mitochondriale sont sous-exprimés
dans les cellules infectées par rapport aux cellules controles, suggérant un stress
mitochondrial dans ces cellules*. De plus, il a ét¢ montré trés récemment qu’un
dysfonctionnement mitochondrial est responsable de la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que IL-1B, I1L-6 et TNFo®®, cytokines qui s’accumulent dans les
milieux conditionnés de cellules infectées par B. abortus.

De méme, il a été montré récemment que lors d’une infection de cellules HelLa par Listeria
monocytogenes, on observe une augmentation de la fission du réseau mitochondrial via une
toxine sécrétée appelée LLO (Listeriolysin O). Or, la morphologie de ce réseau est associee a
sa fonctionnalité. En effet, on remarque une perte du potentiel de membrane et une diminution
de la production d’ATP dans les cellules infectées”’. Enfin, il est connu que I’infection de
macrophages par différents pathogénes intracellulaires induit la production de ROS
mitochondriaux (MtROS) par une voie qui dépend des TLR 1, 2 et 4%, 1l a été montré que
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dans les myocytes et neutrophiles de patients atteints du syndrome TRAPS (TNFR1-
associated periodic syndrome), I’accumulation de mtROS induit I’activation de MAPK
comme JNK1 et p38, qui vont a leur tour induire la production de cytokines pro-
inf%ymatoires telles que I’IL-6 par I’intermédiaire des facteurs de transcription AP-1 et NF-
kB,

Nous proposons donc que Brucella, pourrait induire un stress de la mitochondrie dans les
cellules infectées, qui a son tour conduira & I’accumulation de cytokines dans le milieu
extracellulaire. Ces cytokines pourraient alors directement ou indirectement induire
I’expression de CHOP10. Pour veérifier cette hypothése, nous proposons de quantifier la
production de ROS dans les cellules infectées a I’aide d’une sonde fluorescente et spécifique
comme la sonde MitoSox permettant de mesurer la production de radicaux anioniques
superoxydes dans les mitochondries.

Ensuite, tres peu d’information existe sur I’induction de CHOP10 par les différentes
cytokines. Nous avons cependant trouve qu’une incubation des cellules § des ilots de
Langherans du pancréas, productrices d’insuline, avec un cocktail d’IL-1p et d’IFNy
(cytokines retrouvées dans les milieux conditionnés des cellules infectées par B. abortus.)
conduit a I’expression de CHOP10 d’une maniere indépendante de I’activation de I’'UPR. Ces
auteurs montrent que I’expression de CHOP10 dans ces conditions est médiée par les facteurs
de transcription AP-1 et ATF4'.

De plus, les médiateurs solubles produits par les cellules infectées étant sécrétés dans le
milieu extracellulaire, il reste a expliquer pourquoi CHOP10 n’est pas exprimé avec la méme
cinétique dans les cellules qui contiennent la bactérie et dans celles qui ne la contiennent pas.
Cette observation suggere que la bactérie serait capable d’inhiber I’expression de CHOP10
dans la cellule infectée, au moins jusqu’a 48 h PI. Comme mentionné dans I’introduction (voir
Boite 2), le T4SS encodé par virB de Brucella est primordial pour la capacité d’infection de la
bactérie. La sécrétion d’effecteurs est donc un mécanisme potentiel par lequel la bactérie pour
moduler les fonctions cellulaires de son héte. Certains de ces effecteurs pourraient inhiber la
production de CHOP10. Cependant, étant donné que I’expression de I’opéron virB semble
nécessaire a I’induction de CHOP10 lui-méme, il n’est pas possible de tester la localisation de
CHOP10 par immunofluorescence lors d’une infection par le mutant AvirB. Une méthode
fastidieuse, mais trés informative, serait d’étudier le pattern d’expression de CHOP10 en
réponse a différents mutants d’une banque de bactéries mutées par transposition aléatoire par
exemple.

Une troisieme partie de ce mémoire consistait a préparer les outils nécessaires a I’étude des
fonctions remplies par CHOP10 dans des cellules exposées a B. abortus. Pour analyser
I’implication de CHOP10 dans les différents processus cellulaires qui pourraient étre etudiés
(voir ci-dessous), il est nécessaire de posséder un modéle cellulaire dans lequel CHOP10 est
invalidé et ce, afin de pouvoir comparer les differents marqueurs analysés dans les deux
conditions. A plus long terme, il serait également intéressant de confirmer certains resultats
clés sur des macrophages primaires provenant de moelle osseuse de souris. Etant donné que
des souris KO pour CHOP10 sont disponibles commercialement (Jackson Laboratory), les
différents processus étudiés pourraient étre comparés dans des BMDM provenant de souris
sauvages ou de souris CHOP10™".

Dans ce travail, nous avons mis au point I’invalidation de I’expression de CHOP10 dans les
cellules RAW?264.7 a I’aide de siRNA specifiques de la protéine.

Maintenant que ce modele est mis au point, différents processus cellulaires mériteraient d’étre
étudiés dans les macrophages RAW?264.7 exposés a B. abortus et invalidés ou non pour
I’expression de CHOP10.
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Parmi ceux-ci, reprenons les quatre qui ont retenu notre attention: 1) la modulation de
I’infectivité/capacité infectieuse ? de B. abortus, 2) la modulation de I’apoptose, 3) la
modulation de la voie de signalisation des Wnts et 4) la régulation éventuelle de I’expression
de certains miRNA.

Premierement, quel(s) que soi(en)t la (les) fonctions cellulaires dans lesquelles CHOP10 est
impliqué, il est pertinent de se demander si son expression est bénéfique, délétere ou neutre
pour la bactérie. Pour cela, deux parametres peuvent étre étudiés. Tout d’abord, I’effet
qu’exerce CHOP10 sur la réplication bactérienne. Pour cela, nous pourrions analyser la
quantité de bactéries présente par cellule infectée lorsque CHOP10 est présent ou non. Il
faudrait donc se positionner a un temps PI pour lequel CHOP10 est exprimé dans les cellules
qui contiennent la bactérie, c’est-a-dire, a 72 h Pl. Nous pourrions donc envisager d’utiliser
une méthode de cytométrie de flux afin de quantifier le signal de fluorescence associé a la
mCherry dans une cellule dans les conditions ou CHOP10 est invalidé ou non.

Un autre parametre a analyser serait la susceptibilité des cellules eucaryotes a I’infection
selon gu’elles soient CHOP10 positives ou négatives. Etant donné le modele d’infection
utilise, il est impossible d’estimer la susceptibilité des cellules lors d’une seule infection. En
effet, le milieu de culture est supplémenté avec de la gentamycine afin de synchroniser
I’infection. Lorsqu’une bactérie quitte sa cellule héte, il lui est donc impossible de ré-infecter
une seconde cellule. Une expérience qui permettrait de déterminer la susceptibilite des
cellules eucaryotes a I’infection en présence ou non de CHOP10 consiste a réaliser une double
infection. En effet, en réalisant une premiere infection avec une souche sauvage, on induirait
I’expression de CHOP10 en premier lieu dans les cellules non infectées. En se positionnant a
un temps Pl situé entre 24 et 48 h PI, il serait alors possible d’obtenir une population
cellulaire dans laquelle environ 50 % des cellules non infectées seraient CHOP10 positives.
La seconde infection serait alors réalisée a I’aide de la souche mCherry. En analysant, 24 h
plus tard, par marquage en immunofluorescence et cytométrie de flux, la localisation des
bactéries provenant de la deuxiéme infection, nous pourrions déterminer si les cellules
CHOP10 positives sont plus ou moins infectées que les cellules CHOP10 négatives.

Deuxiemement, comme développé au point 3.4.1. de I’introduction, CHOP10 est souvent
associe a un phénomene apoptotique. Bien qu’il soit souvent considéré comme un régulateur
positif de celle-ci*****®, dans certaines conditions CHOP10 semble inhiber I’apoptose’”. Si
les souches lisses de B. abortus sont connues pour inhiber I’apoptose des macrophages
gu’elles infectent, les souches rugueuses (ex : RB51) quant a elles induisent la mort cellulaire
programmée®™°.

Tout d’abord, nous analyserions I’abondance de marqueurs de I’apoptose tels que I’activation
des caspases et la fragmentation de I’ADN. Ensuite il serait intéressant d’analyser des
marqueurs connus pour étre régulés par CHOP10 en conditions d’apoptose tels que Bcl-2,
Bim, TRB3 et DR5 la concentration en glutathion ou encore la production de ROS™" %921t
214 Nous pourrions analyser I’effet de CHOP10 qu’a sur ces marqueurs dans le cadre d’une
apoptose induite par une infection par la souche rugueuse RB51.

Troisiémement, nous avons vu que CHOP10 est également capable d’inhiber la transcription
de génes cibles de la voie Wnt/p-cat en interagissant avec TCF, le facteur de transcription en
aval de cette voie et ce, en inhibant sa liaison a I’ADN?,

Il a été montré récemment que la voie Wnt/B-cat est impliquée dans la réponse cellulaire des
macrophages infectés pat M. tuberculosis puisqu’elle induit I’expression de IL-12 et de
I”IFNYy?*®. De plus, cette voie de signalisation est impliquée dans la formation de granulomes
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dans le cadre d’une infection par M. tuberculosis®® . Lanalyse de I’implication de CHOP10
dans la modulation de la voie Wnt/TCF dans le cadre d’une infection par B. abortus pourrait
étre analysée de la maniere suivante. Premierement, une co-immunoprécipitation permettrait
de déterminer si CHOP10 interagit ou non avec TCF dans nos conditions expérimentales.
Dans un deuxieme temps, s’il s’avére que c’est le cas, nous pourrions analyser I’activité du
facteur TCF & I’aide d’un systéme rapporteur luciférase?’ dans des cellules invalidées ou non
pour CHOP10, infectées par B. abortus. De plus, étant donné qu’une infection par Brucella
induit également la formation de granulomes®® lors d’un infection in vivo, nous pourrions
réaliser des coupes histologiques d’organes infectés par B. abortus et étudier la présence de
CHOP10 dans les granulomes par marquage. Ensuite, si CHOP10 est également exprimeé dans
les granulomes de induits par I’infection par B. abortus, nous pourrions réaliser I’expérience
mais cette fois en paralléle dans des souris sauvages et CHOP10”, afin d’analyser si
I’expression de CHOP10 est impliquée dans la formation de ceux-ci.

Enfin, la découverte des miRNA apporte un niveau de complexité supplémentaire a
I’ensemble des processus biologiques connus, y compris aux relations hétes pathogenes. En
effet, une revue récente souligne les nombreux miRNA connus a ce jour pour la signalisation
en aval des différents TLR, récepteurs capitaux pour la détection des pathogénes'’. Il a été
montré que CHOP10 est capable de moduler un miRNA (miR-708) dans le cadre de la
réponse UPR™2. [l serait intéressant d’étudier I’implication des miRNA dans le cadre d’une
infection par Brucella. Aucune étude n’est encore publiée a ce sujet. Pour cela, nous
réaliserions un profil des miRNA par un TagMan Rodent MicroRNA Array qui permet
I’analyse de 661 miRNA actuellement identifiés chez la souris. En comparant les résultats
obtenus dans des macrophages infectés provenant de souris contréles et de souris KO pour
CHOP10, il sera potentiellement possible d’identifier des miRNA regulés directement ou
indirectement par CHOP10. Une fois identifie, ils pourraient faire I’objet d’une étude plus
approfondie, afin de déterminer les mécanismes par lesquels ils sont régulés ainsi que les
ARNmM qu’ils ciblent en cours d’infection.

Les quatre processus biologiques deécrits ci-dessus sont des processus pour lesquels
I’implication de CHOP10 a déja été montree dans d’autres conditions expérimentales.
Cependant, une étude in silico a montre que 3522 génes possédent, dans leur promoteur, la
séquence consensus de liaison & I’ADN de CHOP10'?. Les génes régulés par CHOP10
dépendent donc fortement des conditions physio-pathologiques dans lesquelles il est active.
Pour identifier des genes différentiellement régulés par CHOP10 dans le cadre de I’infection
de macrophages par Brucella, il serait intéressant de réaliser une expérience de ChIP on
chip?®® ou de ChIP-Seq®® dans les macrophages exposés & B. abortus. Cette approche
permettrait d’identifier, dans une approche sans a priori, des geénes différentiellemment
régulés par CHOP10 lors de I’infection des macrophages par la bactérie.

Ce travail a donc permis d’apporter des éléments nouveaux permettant une meilleure
compréhension de la relation qui existe en B. abortus et la cellule héte de type phagocytaire,
et les mécanismes responsables de I’induction de CHOP10 en conditions d’infection (Figure
4.1).
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Figure 4.1. Récapitulatif des principales données obtenues lors du mémoire

A. Schéma des différents patterns d’expression de CHOP10 dans les macrophages exposés a B.
abortus.

A 24 et 48 h Pl, CHOP10 (représenté en vert) est exclusivement retrouvé dans le noyau des cellules
qui ne contiennent pas la bactérie (représentée en rouge). Par contre, a 72 h PI, le facteur de
transcription est retrouvé dans I’ensemble des cellules, qu’elles soient infectées ou non.

B. Modeles proposés pour expliquer ce pattern d’expression.

Le premier modéle suppose qu’un contact précoce entre la bactérie et la cellule héte permet d’induire
I’expression de CHOP10 de maniére retardée dans I’ensemble des cellules, que la bactérie finisse par y
pénétrer ou non.

Le second modeéle repose sur une communication intercellulaire. En effet, la bactérie induirait la
production de cytokines par les cellules infectées. Ces cytokines, une fois dans le milieu
extracellulaire, pourraient induire I’expression de CHOP10 par I’ensemble des cellules, infectées ou
non.

Ces deux modeles impliquent un mécanisme d’inhibition de la production de CHOP10 par la bactérie
dans les cellules infectées aux temps précoces.

C. Données expérimentales en faveur du modéle de communication intercellulaire.

Nous avons montré que I’induction de CHOP10 nécessite la présence de bactéries vivantes et semble
dépendante du T4SS de la bactérie.

Nous avons également montré que ces médiateurs sont, au moins en partie, de nature protéique, et
capables d’induire I’expression de CHOP10 dans des cellules naives. Nous avons identité IL-1a., I’IL-
6, I'IFNo et 'IFNB comme des candidats potentiellement intéressants pour agir comme des
médiateurs solubles susceptibles d’induire I’expression de CHOP10.

Enfin, des données de la littérature suggerent que le mécanisme d’induction des médiateurs solubles
pourrait &tre associé a un dysfonctionnement mitochondrial et a la production de mtROS.
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