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Figure 1 : Les étapes de la vasculogenese.

A : Photographie d'un embryon humain a six semaieegrossesse. Le sac vitellin est une
annexe embryonnaire. D'aprés http://www.epigedetajl .html

B : Les difféerentes étapes de la vasculogen®@skes progéniteurs vasculaires migrent du pli
primitif postérieur (dans I'embryon) vers le mésaoue du sac vitellin. Ces progéniteurs sont
VEGFR2 positifs et expriment neuropiline 1 (Npl e)ou 2 (Np 2+) en fonction de leur
devenir.@ Dans le mésoderme du sac vitellin, les progérstéomment des 1lots sanguins.
Les cellules périphériques de ces Tlots se diffédezrh en cellules endothéliales veineuses
(Npl+) ou artérielles (Np2+) et entourent les defithématopoiétique® Les ilots sanguins
fusionnent et forment le plexus vasculaire primitif'est la vasculogenés®. Les cellules
endothéliales du plexus vasculaire primitif migreaht mésoderme du sac vitellin vers
I'embryon pour former le réseau vasculaire matuwest lI'angiogenése. D'apres (Coultas L.
2005).



Introduction

Ma these porte sur I'étude du récepteur de lalliachi TGF$ spécifique des cellules
endothéliales, ALK1, et sur son ligand, BMP9, déasgiogenése. Je vais donc dans cette
introduction exposer les données bibliographiquas I'angiogenése, la famille TG¥F-et

I'implication de cette famille dans le systéeme uéaice et des maladies vasculaires.

Partie 1 : L'angiogenese

Les vaisseaux sanguins assurent l'approvisionnehes cellules des organismes
vivants complexes en nutriments et en oxygéeneobmdtion du réseau vasculaire se produit
au stade embryonnaire précoce et se passe en thnes dlistinctes : la vasculogenése et

I'angiogenése. Mon introduction se focalisera po@lement sur lI'angiogenése.

1. La vasculogenése

La premiere structure vasculaire dans I'embrydnfasnée a partir de cellules du
mésoderme(figure 1) Des cellules du mésoderme migrent vers le sagllimitet se
différencient en hémangioblastes. Elles formentsattes amas appelés ilots sanguins. Les
cellules périphériques de ces filots, appelées blagies, se différencient alors en cellules
endothéliales, tandis que les cellules du centre itlets sont a l'origine des cellules
hématopoiétiques. Les flots sanguins fusionnents diormant ainsi le plexus vasculaire
primitif. Ce processus, qui conduit a la formatide premiéres structures vasculaires,
s'appelle la vasculogenese (Risau W. 1995). Plissfaateurs guident la vasculogenése, dont
le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), léieblast Growth Factor 2 (FGF2) et le
Transforming Growth Fact@1 (TGF$1) (Pardanaud L. 1999).
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Figure 2 : Les deux types d'angiogenese.

A la suite de la vasculogenese, le réseau san@tabkt dans I'embryon. Les vaisseaux se
forment par deux types d'angiogenése : I'angiogepasintussusception et l'angiogenese par
bourgeonnement. Les cellules endothéliales sonukertes par des cellules de muscle lisse
dérivant de cellules mésenchymateuses, ce qui formeisseau mature. D'apres (ten Dijke
P. 2007).

Figure 3 : L'angiogenése par intussusception.

A : Représentation schématique de l'angiogenesmfpasusception®d Vaisseaux initiaux.

@ Invaginations opposées de la paroi vasculaire tahsmiére du vaissea® Contact et
fusion entre les deux invagination®. La bicouche endothéliale est perforée et un pilier
transluminal est formé. D'aprés (Makanya A. N. 2009

B : Remodelage vasculaire par intussusception sundenbrane chorioallantoidienne de
I'embryon de poulet® Formation d'un petit pilier (flechef@ Extension du pilier jusqu'a
I'intersection voisine® Il en résulte une remonté de cette intersectiomnetdiminution de
I'angle de branchement. D'aprés (Makanya A. N. 2009



2. L'angiogenése

Aprés la formation du plexus vasculaire primitdg nouvelles cellules endothéliales
sont formeées, générant des nouveaux capillairebaigeonnement ou par intussusception.
L'angiogenese est le processus de formation deaegaux vaisseaux sanguins a partir du
plexus vasculaire primitif ou de vaisseaux préexitt (figure 2) L'étude moderne de
l'angiogenese a été initiée par Folkman en 197f6sqlee ce dernier émis l'idée d'une
angiogenese active nécessaire a la croissancedlar(&olkman J. 1971). Je vais présenter
dans cette partie les deux types d'angiogenesghl@ses de l'angiogenese, les principaux

facteurs régulant ce processus, ainsi que les medétude.

2.1Les deux mécanismes d'angiogenése : intussusceptimurgeonnement.

L'angiogenése par intussusception consiste eivisiah longitudinale d'un vaisseau
sanguin en deux vaissea(itgure 3) Ce meécanisme se produit donc sur des vaisseaux
sanguins préexistants formés lors de l'angiogemzse bourgeonnement. Elle est trés
importante dans le remodelage vasculaire pulmorfqirese produit dans les deux ans apres
la naissance chez 'homme), ainsi que dans la hasation du muscle pour l'adaptation a
I'effort. L'angiogenése par intussusception essiguesente dans la vascularisation tumorale,
bien que moins prépondérante que I'angiogenedeopageonnement (Makanya A. N. 2009).

L'angiogenése par bourgeonnement se caractériseinga activation des cellules
endothéliales qui proliferent et migrent, formamisa des nouveaux capillaires qui vont
s'anastomoser, aboutissant a un réseau vasculaireais par la suite décrire uniquement
l'angiogenése par bourgeonnement, que je désigmemisimplification par le terme
angiogenese.
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B : Migration de la "tip cell" et prolifération déstalk cells".

C : Quiescence des "phalanx cells".

Principaux facteurs pour chaque étape.

D'aprés (Carmeliet P. 2011).



2.2L'angiogenése par bourgeonnement : un processisuerphases.

L'angiogenése se décompose en deux phases distintd phase d'activation et la

phase de maturation.

2.2.1 La phase d'activation

Elle consiste en une vasodilatation, en la dégimuade la membrane basale
supportant les cellules endothéliales, au retestakllules de muscle lisse (artéres/veines) ou

des péricytes (capillaires), et en la prolifératdha migration des cellules endothéliales.

La premiere étape est une vasodilatation deseaiss Cette vasodilation est due au
monoxyde d'azote (NO) sécrété par les cellules tbitiales sous l'effet du VEGF (van der
Zee R. 1997). Cette vasodilatation induit une augat®n de la perméabilité vasculaire par
remodelage des liaisons inter-cellules endothdlidfegure 4A) (Eliceiri B. P. 1999)
(Carmeliet P. 2000).

La poursuite de perméabilisation de I'endothélisen produit par décrochage des
cellules murales (cellules de muscle lisse et pta®) et relachement des liaisons inter-
cellules endothéliales a I'état bagébure 4A). L'Angiopoiétine 1 (Angl) se lie sur le
récepteur endothélial Tie2 et induit le resserréntes liaisons entre cellules endothéliales
dans l'endothélium quiescent (Thurston G. 2000Angiopoiétine 2 (Ang2), sécrétée en
réponse a des facteurs comme le VEGF ou suite ehypexie (Oh H. 1999), permet le
relachement des liaisons entre les cellules entialibe et les cellules murales par son action
antagoniste sur Tie2 (Maisonpierre P. C. 1997).

Enfin, la dégradation de la matrice extracellda{MEC) par des enzymes, par
exemple les métalloprotéases (MMPS) ou les activatéu plasminogéne de type urokinase,
permet la migration et la prolifération des celtundothélialeg¢figure 4B) (van Hinsbergh
V. W. 2008). Cette dégradation de la MEC permesidadibération de facteurs de croissance
jusqu'alors séquestrés sous une forme inactive ldaldEC, comme certaines isoformes du
VEGF-A (figure 4B)(van Hinsbergh V. W. 2006).

Les cellules endothéliales peuvent alors prolifétemigrer. La migration des cellules

endothéliales se fait grace a linteraction de®ginbes (notammentalfs), protéines
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transmembranaires reliant le cytosquelette a la MiifCre 4B) (Brooks P. C. 1994a). Le
VEGF ainsi que le FGF induisent l'expression dégimnes, normalement peu exprimées
dans I'endothélium quiescent (Eliceiri B. P. 199Bjooks P. C. 1994b). La migration des
cellules endothéliales se fait en remontant le igraddes facteurs proangiogéniques (par
exemple : VEGF, FGF) et fait apparaitre deux phged de cellules endothéliales
différents : les cellules de téte ou "tip cells'lext cellules de tige ou "stalk celldigure 4B)
(Ruhrberg C. 2002) (Gerhardt H. 2003). Lors d'unrgeonnement, une "tip cell" guide les
cellules endothéliales "stalk cells" qui proliferezt forment ainsi le corps du bourgeon. Le
contrble du nombre de "tip cell" (une seule parrgeannement) est assuré par la voie
Dll4/Notchl. En effet, VEGF-A induit DIl4 (Delta ke Ligand) dans une cellule endothéliale
du vaisseau initialement quiescent via le receptdGFR2 (Liu Z. J. 2003). Cette cellule
prend alors le phénotype tip cell et la voie Dlldidhl activée dans les cellules adjacentes
pousse ces cellules voisines a prendre le phéndtytagk cell” (Hellstrom M. 2007).
L'activation de la voie Notchl dans les "stalk £etéprime I'expression de VEGFR2 et induit
I'expression du récepteur VEGFR1, un récepteugdaestration du VEGF (Harrington L. S.
2008) (Suchting S. 2007) (Williams C. K. 2006). Urécente étude de I'équipe de H.
Gerhardt a montré que la détermination du phéndtypeell"/"stalk cell" n'est pas figé mais
dynamique lors de la croissance du bourgeon (Jakabis. 2010). Récemment, un troisieme
état des cellules endothéliales a été décrit "pbslanx cells" ou cellules phalanges, par
analogie a la formation militaire de la Grece amtigappelée phalange et décrivant une
colonne de lanciers fortement arnfégure 4C)(Mazzone M. 2009). Les cellules phalanges,
localisées derriere les "stalk cells", forment urda@hélium serré, quiescent, qui perfuse
parfaitement les tissus. Enfin, plusieurs étudesitreat une implication des facteurs de
guidance neuronaux (dont les sémaphorines et letnép) dans I'angiogenese et la migration
des cellules endothéliales (Carmeliet P. 2005)migration des cellules endothéliales cesse
lorsque le bourgeon s'anastomose avec un vaisgedant. Les macrophages jouent un role
important dans cette anastomose (Fantin A. 2010).

Le nouveau vaisseau ainsi formé est fragile eesgte une maturation pour devenir

pleinement fonctionnel. C'est la seconde phas&adgibgenese.
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2.2.2 La phase de maturation

La premiere étape de la maturation du vaissealiaesit de la prolifération et de la
migration des cellules endothéliales avec la sierate la matrice extracellulaire. La Bone
Morphogenetic Protein 9 (BMP9) a été décrite conmhéant la prolifération et la migration
des cellules endothéliales via son récepteur Actieceptor-Like Kinase 1 (ALK1) (David L.
2007a). BMP9 pourrait jouer ce réle lors de cettage de maturation. Concernant la synthese
de la matrice extracellulaire, elle est induite lgafransforming Growth Fact@t (TGFf1),
via son récepteur ALKS5, sur les cellules endothediat les fibroblastg$igure 4C)(Roberts
A. B. 1989) (Krummel T. M. 1988).

Les jonctions endothéliales sont alors ressegée a I'action de I'Angfigure 4C)
(Thurston G. 2000).

Enfin I'étape cruciale lors de cette maturatiom lesrecouvrement des cellules
endothéliales par les cellules murales. En efést viaisseaux non recouverts par ces cellules
sont alors dégradés (Benjamin L. E. 1998). Leaulsdl mésenchymateuses précurseurs des
cellules murales sont recrutées par le PlateleivB@rGrowth Factor BB (PDGF-BBJigure
4C) (Hellstrom M. 1999) (Hellstrom M. 2001). La dif#rciation de ces précurseurs en
cellules de muscle lisse ou en péricytes est iadpdr le TGH31 sécrété par les cellules
endothélialegfigure 4C)(Hirschi K. K. 1998) (Darland D. C. 2001).

2.2.3 L'endothélium mature

Bien que l'angiogenese permette la formation des tes types de vaisseaux
(arteres/artérioles/capillaires/veinules/veinesy, €éndothéliums qui composent ces types de
vaisseaux sont différents morphologiquement, mdéé@ment et dans leur fonction. De plus,
I'endothélium des capillaires est hétérogene ectifmmde I'organe (Cleaver O. 2003).

A la fin de l'angiogenese, les vaisseaux sanguiasures sont composés d'une
monocouche interne constituée par les cellules tegtales, l'intima. L'intima est entourée
par un ou des anneaux de cellules de muscle hasaeg/arteres), ou par un anneau de
péricytes (capillaires), avec des fibres réticelsifcollagene l1ll) et d'élastine. Cette couche

forme la média. La couche la plus externe s'app&ldventice et est formée du tissu
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Figure 6 : Signalisation des éphrines dans la
guidance vasculaire et formation des capillaires.

La signalisation d'EphrineB2 sur les cellules EphB4
induit une répulsion des cellules EphB4 positives
(cellules veineuses), tandis que la signalisatimerise
d'EphB4 sur EphrineB2 induit une attraction des
cellules EphrineB2 positives (cellules artérielléSgs
formes d'attraction/répulsion aboutissent a
I'établissement d'un réseau ségrégationniste. &apr
(Fuller T. 2003).
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Figure 7 : Perméabilité de I'endothélium

A : Morphologie de la paroi capillaire dans difféetissus.® Endothélium continu sans
ouverture composé d'une couche continue de corpltides endothéliales2 Capillaires
fenétrés avec des petites ouvertures, les fenékee8) a 100 nm de diametr&.Capillaires
discontinus, appelés aussi sinusoides, avec des imgortants, des fenétres nombreuses et
une lame basale discontinue. D'aprés (Cleaver @8)20

B : Gros plan d'un endothélium discontinu au nivd'an glomérule de rein. D'aprés (Aird W.
C. 2007a).



conjonctif, de fibres de collagene et de fibrestijmes (gros vaisseaux, absent dans les
capillaires)(figure 5)

L'identité artérielle ou veineuse des cellulesoghéliales est en partie génétique. En
effet, il a été montré dans I'embryon de poulet gs cellules endothéliales de certains flots
sanguins expriment la Neuropiline 1 (Npl), qui ast co-récepteur du VEGF exprimé
spécifiguement dans les artéres, tandis que daogeb ilots sanguins les cellules expriment
la Neuropiline 2 (Np2), corecepteur exprimé spgadéiment dans les veines (Herzog Y.
2005). Il existe d'autres marqueurs d'artéres oueilges exprimés avant I'établissement du
flux sanguin et qui prouvent ainsi la déterminatigénétique de lidentité des cellules
endothéliales. Un des couples les plus étudiéseestuple EphrinB2/EphB4. Le récepteur
EphB4 est spécifiguement exprimé dans les veinesijg que le ligand EphrinB2 est exprimé
dans les arteregfigure 6) Cette expression différentielle est mise en plas@ant
I'établissement du flux sanguin (Wang H. U. 1998rety S. S. 1999). Ces découvertes
rompaient le principe de différenciation artéredeeen fonction du flux sanguin, qui fut la
premiere hypothése avancée. Néanmoins, la plastie& cellules endothéliales, c'est-a-dire le
changement de phénotype artériel/veineux des esliethdothéliales, montre l'importance du
flux dans la détermination de la nature artérielleveineuse, comme le montre I'acquisition
progressive du phénotype artériel sur des veineffégss a la place d'arteres (Moyon D. 2001)
(Kwei S. 2004). Le caractere artériel ou veineus cglules endothéliales semblent donc étre
a la fois dirigé par des facteurs génétiques massigpar des facteurs environnementaux
comme le flux.

La fenestration des capillaires, qui régule lebaéges d'eau, de solutés et de
molécules, est également hétérogene dans l'orgalfigmre 7) Dans la peau, les poumons
et le cceur, I'endothélium est continu non fenéteau et les solutés passent entre les cellules
endothéliales, tandis que les grosses moléculesepapar transcytose ou par des canaux
transendothéliaux. Dans les glandes endocrinegjdesérules rénaux et la muqueuse gastro-
intestinale, I'endothélium est continu fenétréal'et les solutés passent alors plus facilement
que dans I'endothélium non fenétré, mais les gsassdecules doivent passer par transcytose
ou par les canaux. Enfin, dans le foie, I'endotimélest discontinu (sinusoidal) ce qui permet
aux grosses molécules de passer facilement audrdes perforations de I'endothélium (Aird
W. C. 2007b). Notons pour terminer que dans le eaivi'endothélium est associé a des
astrocytes, permettant I'établissement de jonctsensees sur I'endothélium continu, formant
ainsi la barriere hémato-encéphalique, qui régaléement I'endocytose et la transcytose
(Cleaver O. 2003).
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Figure 8 : Signalisation de la famille du VEGF.

Le VEGF-A se lie avec une haute affinité (Kd ent@ et 500 pM) sur les récepteurs
VEGFR-1 et VEGFR-2. Le VEGF-A ne se lie pas sur HR=3. Le PIGF et le VEGF-B se
lient uniqguement au VEGFR-1. Le VEGFR-3 lie spégiément les VEGF-C et VEGF-D.
NRP : Neuropiline. D'aprés (Feige J. J. 2009).



2.3Les principaux facteurs de I'angiogenése.

Je vais reprendre dans cette partie les princifgagtieurs de l'angiogenése déja

évoqués dans la partie précédente et les préesguseen détail.

2.3.1 La famille du VEGF : protéine clé de la phase diztion

Le facteur VEGF fut décrit en premier lieu par §anet collaborateurs en 1983
comme un facteur de perméabilité vasculaire qa@dsommerent Vascular Permeability
Factor (VPF) (Senger D. R. 1983). C'est en 1989 deex équipes de San Francisco
purifierent un facteur de croissance endothéligbu@ purifia un facteur homodimérique
mitogene des cellules endothéliales a partir dligreée de cellules de la glande pituitaire
(Plouet J. 1989). Ferrara purifia ce méme facteucrdissance endothéliale a partir du milieu
conditionné de cultures primaires de cellules dalkires d'hypophyse bovine, et I'appella
VEGF (Ferrara N. 1989). Ferrara publia alors lausége de ce facteur (Leung D. W. 1989)
qui se révéla identique a la séquence du VPF (IReck 1989).

La famille du VEGF compte cing membres. Le VEGE# le membre historique et
le plus important pour son réle central dans lasphdiactivation de I'angiogenese. Les autres
membres sont VEGF-B (Olofsson B. 1996), VEGF-C kdow. 1996) (Lee J. 1996), VEGF-
D (Orlandini M. 1996) et le Placenta Growth FagfIGF) (Maglione D. 1991).

Il 'y a trois récepteurs a la famille du VEGF. Leemier a avoir été identifié est
VEGFR-1 (appelé aussi FLT1 pour FMS-like-tyrosinmake) (de Vries C. 1992). Un
récepteur homologue a été décrit en 1992 : VEGKRpPRelé aussi FLK1 pour Fetal Liver
Kinase) (Terman B. I. 1992) (Millauer B. 1993) (@uiT. P. 1993). Enfin VEGFR-3 a été
décrit par le groupe d'Alitalo (Aprelikova O. 1992)n épissage alternatif pour VEGFR-1 a
éte décrit des 1993, donnant un récepteur solif#adall R. L. 1993). Ces récepteurs ont
tous une activité tyrosine kinase. Neuropilinel BNIR et neuropiline2 (NRP2) sont des co-
récepteurs du VEGF (Neufeld G. 2002).

Les différents ligands de la famille du VEGF nenent pas lier tous les récepteurs
(figure 8) Ainsi, VEGF-A lie VEGFR-1 et VEGFR-2 (de Vries @992) (Terman B. I.

1992), mais ne lie pas VEGFR-3. Ce dernier estiexpuniquement dans le compartiment
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Figure 9 : Contrdle du bourgeonnement par la voie btch.

VEGF-A induit I'expression de DIl4. La modificatiade Notch-1 (N1) par Fringe dans les
"stalk cells" augmente la signalisation de Dll4gahd présenté par les "tip cells". La
signalisation de DIl4 dans les "stalk cells" réemifiexpression de VEGFR-2 et maintient un
phénotype de "stalk cell". Jaggedl est un antagodes DIl4 qui diminue la signalisation de

la voie Notch et promeut la signalisation du VEGE, qui augmente le bourgeonnement
endothélial et I'angiogenese. D'aprés (Benedit?0R9).



lymphatique et lie VEGF-C et VEGF-D et est implicieins la lymphangiogenése (Taipale J.
1999). VEGF-C est aussi angiogéne via VEGFR-2 damdbryon murin (Joukov V. 1996).

Les cellules sécretent du VEGF en réponse a upexig/ (Liu Y. 1995) (Wang G. L.
1995). Comme déja présenté précédemment, VEGF-Aitind phase d'activation de
I'angiogenése en augmentant la perméabilité dadaskndothéliales (Esser S. 1998) (Kevil
C. G. 1998) (Kohn S. 1992) (Senger D. R. 1983%tanulant leur prolifération (Connolly D.

T. 1989) (Ferrara N. 1989) (Gospodarowicz D. 1988)inhibant leur apoptose (Gerber H. P.
1998) et en favorisant leur migration (Dimmeler2800). Cependant, les effets du VEGF-A
sont dépendants de lisoforme. En effet, le g¥B&F-A contient huit exons et génere
plusieurs isoformes qui different dans leur pa@iterminale. Cette partie C-terminale leur
confere des affinités différentes pour les hépaadfates de la membrane basale ce qui joue
sur leur distribution dans les tissus (Houck K1892) (Park J. E. 1993). Plus recemment, de
nouvelles isoformes ont été décrites, différantsdas six derniers acides aminés de la partie
C-terminale. Ces isoformes, appelées isoformesibdes propriétés anti-angiogéniques. La
premiere description de ces isoformes anti-angioges a été faite par I'équipe de S.J.
Harper (Bates D. O. 2002). Depuis plusieurs iso&smanti-angiogéniques ont été décrites
(Qiu Y. 2009).

2.3.2 Lavoie Notch : régulateur majeur du bourgeonnement

La voie Notch a un réle primordial dans le cordgrdu bourgeonnement vasculaire
(figure 9) La stimulation par le VEGF-A d'une cellule endaiale induit le bourgeonnement.
Afin de limiter le nombre de cellules en bourgeaneat, VEGF-A induit DIl4, ligand
transmembranaire de la voie Notch. DII4 lie alaus les cellules adjacentes son récepteur,
Notchl (Hellstrom M. 2007). La liaison de DII4 ddotchl induit le clivage du récepteur par
uney-sécrétase (Nichols J. T. 2007). La partie intlatate du récepteur, appelé NICD pour
Notch IntraCellular Domain, conduit alors la sigsation Notch au niveau intracellulaire.
Cette activation de la voie Notch régule négativemMéEGFR-2, rendant les cellules moins
sensibles au VEGF-A. DIll4 est tres exprimé dansckdhiles de pointe du bourgeon (“tip
cells") et une régulation négative de DIl4 augméateourgeonnement endothélial (Hellstrom
M. 2007). Jaggedl, autre ligand transmembranairdNakehl, est trés exprimé dans les
cellules de corps ("stalk cells") et absent desulss de pointe (“tip cells"). Jaggedl lie

Notchl sans induire la signalisation Notch. Friegela protéine responsable de l'inactivation
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Figure 10 : Signalisation d'Angl et Ang2 sur Tie2.

La liaison d'Angl sur Tie2 induit la survie deslaels endothéliales, leur quiescence et
I'établissement de jonctions serrées. La liais@mgR, antagoniste du récepteur, provoque le
relachement des jonctions serrées et permet aldesete rentrer en prolifération. D'apres
(Feige J. J. 2009).
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Figure 11 : Signalisation de PDGF-BB.

Le récepteur PDGB-est tres exprimé par les péricytes et sa signalisgar liaison de
PDGF-BB, sécrété par les cellules endothélialehjiiia migration et la prolifération de ces
péricytes. D'apres (Feige J. J. 2009).



de la voie Notch par liaison de Jaggedl tout es@mant une activation de cette voie lorsque
Dll4 se lie. Les effets de Jaggedl sont opposésua de Dll4, Jaggedl étant un régulateur
positif du bourgeonnement endothélial (Benedit@®9).

2.3.3 Les angiopoiétines : réle biphasique de cette famil

Les angiopoiétines ont un réle primordial dangHase d'activation mais aussi dans la
phase de maturation de l'angiogenese. Il existérgyungiopoiétines (Angl a 4) et deux
récepteurs (Tiel et Tie2) (Gale N. W. 1999). Ceepéeurs sont exprimés par les cellules
endothéliales et hématopoiétiques (Sato T. N. 1993)

L'activité du récepteur Tie2 est bien caractériggere 10) Le récepteur Tie2 a été
découvert en 1993 par deux équipes (Runting A.9893)L(Sato T. N. 1993). Angl a été
identifie comme agoniste du récepteur Tie2 en 1886l'équipe de Yancopoulos (Davis S.
1996). Angl induit I'autophosphorylation de Tie2 ghosphoryle alors la protéine kinase
Akt. Cette protéine induit la survie et la quieszerdes cellules endothéliales (Fiedler U.
2006). Lors de l'activation de l'angiogenése parB&sF ou suite a une hypoxie, les cellules
endothéliales sécretent alors Ang2. L'équipe dec¥poulos a montré qu'Ang2 est un
antagoniste du récepteur TigfHgure 10) Ainsi, la liaison d'Ang2 sur Tie2 bloque la
signalisation de Angl via Tie2 et induit un relaoieat des jonctions intercellulaires
(Maisonpierre P. C. 1997). Lors de la phase de ratiwm, l'arrét de la sécrétion d'Ang2
permet le rétablissement de la voie Angl/Tie2 eisiaie resserrement des jonctions

intercellulaires et la quiescence de I'endothélfiurston G. 2000).

2.3.4 Les PDGFs : acteurs du recouvrement des vaisseaux

Comme le nom lindique, le PDGF (pour Platelet iBst Growth Factor) fut
initialement purifié a partir de plaquettes (Anthes H. N. 1979). On compte aujourd'hui
quatre genepigf-a a d qui codent pour cette famille de facteur de camse. Ces facteurs
sont fonctionnels sous formes dimériques (homo étérbdiméres) et ont des séquences
proches de celle du VEGF (Andrae J. 2008). Le ddmeDGF-BB est important dans
I'angiogenese puisqu'il est sécrété par les cellat@othéliales et se fixe sur le récepteur

PDGF$ (un des deux récepteurs au PDGF) que les celinlgsles exprimenffigure 11)
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Une signalisation paracrine est ainsi établie. D&P stimule la prolifération des cellules de
muscle lisse et des péricytes (D'Amore P. A. 19@8)augmente la stabilité de la paroi
vasculaire en attirant ces cellules murales verf@vaisseaux et en les accolant (Hellstrom
M. 1999) (Larsson J. 2001) (Soriano P. 1994) (LimdRxa 1997).

2.3.5 Famille TGF# et BMPs : acteurs de la maturation des vaisseaux

La grande famille du TGB-posséde de nombreux membres dont le BGEt BMP9.

Cette famille sera présentée en détails ultérieeném

2.4 Les principaux facteurs angiostatiques endogénes

Alors que beaucoup d'efforts ont été développés pomprendre les mécanismes
activateurs de l'angiogenese, les connaissancdssstacteurs angiostatiques endogenes sont
plus sommaires. Je vais présenter rapidement eeefquateurs.

Le premier facteur a avoir été décrit comme angtagie est la thrombospondine-1
(TSP-1) (Good D. J. 1990). Cette protéine est cerg@# au TGHBLl dans les plaquettes
(Armstrong L. C. 2003). Par son action sur CD36@e=t intégrines, TSP-1 inhibe la migration
des cellules endothéliales et induit leur apoptsavier J. 1988) (Dawson D. W. 1997)
(Jimenez B. 2000) (Short S. M. 2005).

L'endostatine est la protéine angiostatique las ptudiée. C'est un fragment du
collagene de type XVIII (O'Reilly M. S. 1997). Pson interaction avec de nombreuses
protéines membranaires, dont les intégrines (Reh20@1), I'endostatine réduit la migration
des cellules endothéliales et interfere avec VE@RR-qui réduit la prolifération et la survie
de ces cellules (Kim Y. M. 2002). De plus, I'endtisie active la caspase-9 (Dhanabal M.
1999) et donc I'apoptose tout en bloquant le cgelkilaire (Hanai J. 2002). Notons juste que
I'endostatine régule positivement certains factqan@angiogéniques comme VEGF-A et
régule négativement TSP (Abdollahi A. 2004).

La tumstatine est un fragment du collagéne IV (HamY. 2005). Par son interaction
avec les intégrines, cette protéine inhibe la ntignades cellules endothéliales et induit

I'apoptose en activant la caspase-3 (Maeshima (0)20
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Figure 12 : Contraste entre la microvascularisation normale etumorale.

A gauche, vascularisation du vasa vasorum du siaustidien du rat avec une organisation
classiqgue composée d'artérioles et de veinulesrég&papar des capillaires. A droite,
vascularisation d'une tumeur (xénogreffe de turheumain sur une souris immunodéprimée).
La vascularisation est désorganisée, sans hiéeamthiavec des branchements excessifs.
D'apres (McDonald D. M. 2005).



Le facteur plaguettaire 4 est une cytokine quiibahla migration des cellules
endothéliales en bloquant la régulation positivelelgx métalloprotéases (MMP-1 et MMP-3)
par la thrombine (Bikfalvi A. 2004).

Enfin, N. Ferrara montra en 1991 qu'un fragmernéminal de la prolactine humaine

inhibe la prolifération des cellules endothéliglésrrara N. 1991).

2.5Les pathologies impliquant I'angiogenese et lagetreents possibles

Apres la naissance l'angiogenese contribue aoi@sance des organes, mais a l'age
adulte les vaisseaux sanguins restent quiescentangiogenése n'est présente dans les
conditions physiologiques que dans le cycle ovaeiedans la grossesse. L'angiogenése est
aussi importante dans la réparation des tissug eicatrisation lors d'une blessure ou d'une
ischémie. Cependant, I'angiogenese est déréguieecaataines pathologies avec des cas ou
elle est excessive (comme le cancer, la polyagtlhitimatoide ou encore la dégénérescence
maculaire liée a I'age (DMLA)), et des cas ou ebe insuffisante (comme la pré-éclampsie)
(Carmeliet P. 2003).

2.5.1 L'angiogenese tumorale

L'oxygene diffuse dans les tissus dans un rayodQfe um autour d'un capillaire
(Folkman J. 2000) (Gatenby R. A. 2004). Les cedlulemorales ont donc besoin pour avoir
un approvisionnement en oxygene ainsi qu'en nutrisnet pour éliminer leurs déchets de
mettre en place un réseau vasculaire. Cette miptaea du réseau vasculaire tumoral suit des
mécanismes qui miment ceux de l'angiogenese pgsiple (Holash J. 1999). Cependant
I'analyse fine de cette vascularisation fait apjp@rades différences dans la structure des
vaisseaux tumoraux par rapport a une vascularisgtysiologiquefigure 12) En effet, les
vaisseaux tumoraux apparaissent dilatés, tortupernéables suite a la fenestration de
I'endothélium, d'un espace transcellulaire et dmeenbrane basale incompléte (Carmeliet P.
1996). De plus, la couverture en péricytes desseaisx tumoraux est faible (Benjamin L. E.
1999). Les facteurs de I'angiogenése tumoralelesmémes que ceux décrits précedemment
pour I'angiogenese physiologique. Ainsi, le VEGTguit tres fortement par I'hypoxie (Wang
G. L. 1995) (Liu Y. 1995), est sécrété par lesute tumorales (Senger D. R. 1986)
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(Ferrara N. 1999), et son niveau d'expression thamsmeur est corrélé avec la densité des
vaisseaux sanguins tumoraux (Takahashi Y. 1995}e Gmscularisation tumorale est donc

primordiale pour la croissance de la tumeur maisfpactionnelle car déstructurée.

2.5.2 Les thérapies de I'angiogenése

Afin de réguler l'angiogenése dans ces patholpgiesxiste des thérapies anti-
angiogéniques pour les maladies a angiogenesestxees des thérapies pro-angiogéniques

pour les maladies a angiogenese insuffisante.

Je commencerai par présenter les thérapies agibganiques. Ces thérapies sont les
plus développées de part leur implication dans tle&rapies anti-cancéreuses. Depuis
I'nypothese de Folkman sur la possibilité de gémecroissance tumorale en bloquant sa
vascularisation (Folkman J. 1971), la découvertes aeécanismes moléculaires de
I'angiogenese a permis la mise en lumiére de cibl@gculaires de I'angiogenése et donc la
mise au point de molécules chimiques et bioteclgigles pour bloquer ces cibles. Une
revue récente de B. Teicher présente les thérapiesngiogéniques approuvees par la FDA
(Food and Drug Administration) et en essais clieg(iTeicher B. A. 2011).

La voie du VEGF est la voie la plus ciblée dars tbérapiegfigure 13) Le premier
traitement anti-angiogénique approuve par la FDAdbevacizumab (commercialisé sous le
nom d'Avastin, Genentech Inc.). Il s'agit d'un @nps monoclonal ciblant le VEGF-A
humain mis au point par I'équipe de Ferrara chare@tech (Ferrara N. 2004). Son utilisation
est aujourd'hui approuvée par la FDA dans les camoétastatiques du colon et du poumon
en complément des chimiothérapies conventionndlliedevacizumab est aussi utilisé dans
les maladies oculaires comme la DMLA, bien que deulanibizumab (fragment Fab du
bevacizumab commercialisé sous le nhom de Luce@i&sentech Inc.) soit approuvé par la
FDA. Depuis, trois autres thérapies ont été appresipar la FDA. Il s'agit de trois inhibiteurs
de l'activité tyrosine kinase du récepteur au VE@$-sont utilisés dans le traitement des
carcinomes rénaux (Sunitinib de Pfizer et Pazofipate GSK) (Motzer R. J. 2007)
(Sternberg C. N. 2009) (Ainsworth N. L. 2009), desneurs du stroma gastrointestinal
(Sunitinib) (Theou-Anton N. 2009) et dans les qamones hépatiques (Sorafenib de Bayer
Shering) (Llovet J. M. 2008).
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Figure 14 : Représentation schématique de I'évolution de la veslarisation tumorale
lors d'une thérapie anti-angiogénique.

® Vascularisation normale composée de vaisseauxresahiérarchisés? Vascularisation
tumorale anormale, composée de vaisseaux immapegasgables, tortueux, dont I'efficacité
de perfusion est faible et entraine une distributies thérapies peu efficac®. Thérapies
anti-angiogéniques induisant une disparition dasseaux immatures et aboutissant a un
réseau plus structuré. La perfusion de la tumeurede alors plus efficace permettant une
bonne distribution des thérapi€g.But ultime des thérapies anti-angiogéniques, dpatition

de la vascularisation tumorale qui devient tropl&ipour supporter la croissance tumorale.
La tumeur régresse alors ou entre en dormancerel@'gpain R. K. 2001).



De multiples essais cliniqgues sont en cours awsc diratégies diverses (récepteurs
solubles, anticorps monoclonaux envers d'autrdesitue VEGF, inhibiteurs de récepteurs,
anticorps monoclonaux dirigés contre des récepteyréleicher B. A. 2011).

Des résistances aux traitements sont fréquenéssinhibiteurs de kinase sont souvent
inefficaces face a une forme mutée du domaine &idasrécepteur. Lors d'un traitement avec
ces inhibiteurs, une sélection de cellules exprinuze forme mutée résistante au traitement
peut se produire, ce qui aboutit a un échapperhénapeutique (Eikesdal H. P. 2009). En ce
qui concerne le bevacizumab, les résistances pentrgiexpliquer par une augmentation des
autres facteurs pro-angiogéniques qui compensens #inhibition du VEGF (Kopetz S.
2010) (Zurita A. J. 2009).

L'hypothése de Folkman (Folkman J. 1971) selondle il serait possible de bloquer
la croissance tumorale en inhibant I'angiogenes®tale est, bien qu'utilisée actuellement
dans la recherche de nouvelles thérapies anti-ceumés, débattue. En effet, une autre
hypothése, portée par Rakesh Jain, propose quetrdét®ements anti-angiogéniques
normalisent la vascularisation des tume(frgure 14) Ainsi, les vaisseaux de la tumeur
deviendraient plus fonctionnels grace aux traitesmamti-angiogéniques, ce qui permettrait
une meilleure distribution des molécules utilisdass le cadre des chimiothérapies (Jain R.
K. 2005).

Les thérapies pro-angiogéniques sont développaasrétablir une perfusion optimale
d'un organe aprés une blessure, une chirurgierswlon accident vasculaire.

La premiére stratégie consistait a tester des quldé angiogénes (VEGF-A, VEGF-
C, FGF-1, FGF2 et FGF-4) sur des patients avedsam&mie du myocarde ou d'un membre
(Simons M. 2005). Les essais avec des protéinesnt@ioantes ou des thérapies géniques
n‘ont cependant pas donné de résultat positif (peale R. J. 2002) (Henry T. D. 2003).
L'utilisation d'un géne clé dans I'établissementl'dagiogenése comme HIF (Hypoxia-
Inducible Factor) est une perspective en théragmggie (Heinl-Green A. 2005).

Une autre stratégie consiste en la transplantaléoellules angiogenes provenant de
la moelle osseuse ou du sang. Les cellules séheées étaient soit les monocytes
périphériques, soit les cellules CD34prés une stimulation de la moelle osseuse avec du
GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulatingcter). La premiere étude a été
conduite sur des patients avec une ischémie d'umbmee L'injection intramusculaire de
cellules mononucléaires autologues a montré undi@atén signification de la perfusion du

membre (Tateishi-Yuyama E. 2002). Une autre étudatra aussi des résultats positifs sur
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Monocouche confluente
de cellules endothéliales

Figure 15 : Modéles d'angiogenésia vitro

A : Modele de migration avec une chambre de Boy@ensystéme comporte une chambre
supérieure et une chambre inférieure, séparéesiparmembrane poreuse, qui peut étre
couverte de protéines matricielles (fibronectinaljagene, etc.) pour faciliter la migration.
L'agent inhibiteur testé est placé dans la chansbprieure et un facteur de croissance
(comme du VEGF) est placé dans la chambre infé@ieles cellules ayant traversé la
membrane sont alors comptabilisées. D'apres (Bik#al2009)

B : Test de la blessure. Une monocouche confluenteetiules endothéliales est blessée et on
suit la fermeture de cette blessure par migratemakllules. L'agent a tester est dans le milieu
de culture. D'apres (Wong T. S. 2010).

C : Formation de structures tubulaires par des lesllendothéliales sur une couche de
Matrigel O (BD Biosciences). Le facteur a tester est damsilieu de culture. D'aprés (Staton
C. A. 2009).

D : Formation de tubules avec une lumiére (*) pas dellules endothéliales sur une bille
(MB : Microcarrier Bead) dans un gel de fibrineaprés (Staton C. A. 2009).

E : Bourgeonnement de sphéroides de cellules erddése D'aprés (Uriel S. 2006).



des patients atteints d'ischémie d'un membre canetienne apres transplantation de cellules
sanguines (Henry T. D. 2003).

2.6Les modéles d'étude de I'angiogenése

Il existe différents modéles de l'angiogenése péant soit d'étudier un mécanisme
précis (prolifération des cellules endothélialesgration,...) soit d'étudier l'angiogenése
globale (implantation de tumeur,...). Je vais présedans cette partie les tests d'angiogenése

in vitro etin vivo avec leurs avantages et leurs inconvénients.

2.6.1 Modeles d'angiogenése in vitro

L'utilisation de cellules endothéliales en cultarpermis le développement de modéle
d'angiogenesm vitro. Ainsi il est possible de déterminer I'activité®pou anti-angiogénique
d'une molécule en mesurant son action sur la pratibn ou la migration des cellules
endothéliales par des tests classiques. Deuxdestsigration sont couramment utilisés : les
chambres de Boyden et le test de blessure (StatAnZD04).

Les chambres de Boyden sont composées de deuxadimgnts superposes separes
par un filtre(figure 15A) Les cellules sont déposées sur le filtre et [démube est déposée
dans le compartiment inférieur. Une molécule quimstera la migration des cellules
endothéliales par chimiotactisme attirera les &=dluendothéliales dans le compartiment
inférieur. 1l suffit alors d'effectuer un simplerptage des cellules qui ont traversé le filtre
(Alessandri G. 1983).

Le test de la blessure consiste a faire une "edydans une couche confluente de
cellules endothéliales en cultuffegure 15B) La vitesse de recouvrement de cette rayure est
alors dépendante de la migration des cellules &étiales et aussi de la prolifération (Pepper
M. S. 1990) (Auerbach R. 1991).

Un test plus spécifique de I'angiogenese conaigteidier la formation de structure en
tubules "capillary-like" des cellules endothéliates culture sur une couche de Matrigel (une
matrice membranaire riche en lamininggure 15C) Les cellules endothéliales forment

spontanément des tubules lorsqu'elles sont enreutur du Matrigel. Une molécule anti-
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Figure 16 : Modele d'angiogenéseex vivo : bourgeonnement d'un anneau d'artére
ombilicale humaine.
D'apres (Staton C. A. 2009).



angiogénique déstructurera cette formation ou tiadenet établissement (Lawley T. J. 1989)
(Grant D. S. 1992) (Kanzawa S. 1993).

La formation de structure capillaire peut étred@ta en trois dimensions. Le premier
test mis au point consiste a mettre en culture aEliles endothéliales sur des billes
recouvertes de gélatine (Nehls V. 1995). Les balast ensuite déposées dans une matrice de
fibrine. Les cellules endothéliales a la surfacecee billes vont alors former des bourgeons
(figure 15D) Le nombre et la structure de ces bourgeons dtetdt@s par les substances
contenues dans la fibrine. Le second test consistéaliser des sphéroides de cellules
endothéliales dans des puits a fond rond non adhéferff T. 1998). Les sphéroides sont
ensuite déposés dans un gel de collagene ou deg/losdiiiose contenant les substances a
tester. Comme pour le test avec les billes, legrgpties vont bourgeonner et les substances a
tester peuvent modifier ce bourgeonnen{égtire 15E) En faisant des sphéroides de cellules
endothéliales et de cellules de muscle lisse, viet# possible d'obtenir des bourgeons de
cellules endothéliales recouverts de cellules descheulisse et donc d'avoir un modele

d'angiogenesm vitro proche de I'angiogenése physiologique (Korff TOD0

Méme si ces testm vitro sont faciles et permettent le criblage de molégutkes
limitations importantes sont & prendre en comptasifoutes les cellules endothéliales n'ont
pas le méme phénotype. Les cellules issues devgreseaux et de capillaires n'expriment pas
les mémes marqueurs/récepteurs et répondent ddfécediment aux stimuli. L'organe
d'origine a aussi une importance (Jackson C. J7)19Pest aussi évident qu'une lignée de
cellule endothéliale ne se comportera pas de nasiénilaire a des cellules endothéliales
primaires. De plus, l'effet indirect d'une molégupar une action sur des cellules non
endothéliales qui produisent alors un composé adatifles cellules endothéliales, n'est pas

possible dans ces tests. Les t@stdavo sont alors indispensables.

2.6.2 Modéele d'angiogenese ex vivo

Le modéle de bourgeonnement d'anneaux d'artérdresstutilisé. Des segments
d'artére de rat ou de souris sont mis en cultures d¢lu Matrigel. Ces cultures d'organe
peuvent alors former un réseau tridimensiorffiglre 16) (Nicosia R. F. 1990). Ce modele
présente l'avantage d'utiliser des cellules endlatt¢ non dégénérées par la culture

cellulaire, de garder l'interaction entre les deBuendothéliales et les cellules murales et de
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Figure 17 : Modéles d'angiogenésia vivo — 1" partie.

A : Modele de la cornée. Un implant contenant unigteur de I'angiogenése (ici du FGF2) et
la substance a tester est inséré dans la cornge dgauris. Les vaisseaux sont facilement
visualisables. D'apres (Auerbach R. 2003).

B : Modéele de la CAM ou un disque contenant la sarmst a tester est déposé sur la
membrane. D'apres (Bikfalvi A. 2009) et (David 0038).

C : Modéle du mésentéere du r&d. Extraction de l'intestin gréle entier avec le nmése.@
Marquage de I'endothélium du mésentére. D'aprestiie&. 2006)



pouvoir tester un nombre de molécules relativenmapbrtant avec un seul animal. C'est un

tres bon modéle intermédiaire entre les tgststro "purs” et les testi® vivo.

2.6.3 Modéeles d'angiogenese in vivo

Il existe de nombreux tests d'angiogenésevivo. Certains permettent I'étude de
I'angiogenese physiologique, d'autres de l'angi@gertumorale, ou encore permettent de
tester I'effet d'une molécule sur I'angiogeneseale présenter les tests classiques d'étude de

l'angiogenese.

Un des tests les plus anciens est le test de faéeoprésenté par Folkman et
collaborateurs en 1974 (Gimbrone M. A., Jr. 19Tdijialement mis au point sur le lapin, ce
test peut étre réalisé sur des souris (Muthukkampp. 1979). Un implant non vascularisé
contenant une substance pro-angiogénique (VEGF/E&tHhséré dans une poche créée dans
le stroma de la cornée. Les substances a testéradoms données par voie orale, ou
systémique, ou encore par l'implantation de diff&salisques contenant ces substances dans
des micropoches paralleles a la poche contenampl#int principal dans la méme cornée
(figure 17A) L'avantage principal de ce modele est la facdiévisualisation des vaisseaux
grace a la transparence des tissus. De plus, tepéeset une analyse quantitative de
I'angiogenése et I'observation non invasive pedastobservations a long terme. Par contre,
de nombreux désavantages sont a prendre en catgderAinsi, ce test induit une
angiogenese atypique (la cornée étant normalenmmtvascularisée) ; est techniquement
difficile, traumatique pour l'animal ; et I'expasit a I'oxygene due au site d'implantation peut
affecter I'angiogenése (Norrby K. 2006).

Un autre test introduit par Folkman en 1974 esikmbrane chorioallantoidienne
(CAM) du poulet (Auerbach R. 1974) (Ausprunk D. ¥074) (Ausprunk D. H. 1975). Une
fenétre est créée dans la coquille de l'ceuf fedtil'une poule et un disque contenant la
substance a tester est déposé sur la CAM exgfiséee 17B) Une alternative consiste a
appliquer plusieurs disques contenant chacun upstace sur un embryon sans coquille, en
boite de Petri (Ribatti D. 1996). Simple et peuteal, ce test peut étre utilisé pour des
criblagesin vivo et permet une observation non invasive. Par comgemodele est tres

sensible au taux d'oxygeéne et une inflammation Eeutproduire ce qui interfere avec
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Figure 18 : Modéles d'angiogenésin vivo — 2™ partie.

A : Implantation d'un éponge en sous-cutané suosedtline souris. Apres des injections de
FGF2 sur une semaine, un arbre vasculaire estesdéms I'éponge. D'apres (David L. 2008).
B : Angiogramme d'une larve de poisson zebre deuvsjaprés fertilisation. Ce poisson

exprime la GFP (Green Fluorescent Protein) sousotdrdle d'un promoteur endothélial.
D'aprés (Staton C. A. 2004).



I'angiogenese induite ou réprimée par les substa@dester. De plus, ce n'est pas un modele
sur mammifere, ce qui rend les résultats difficéetextrapolables pour 'homme (Norrby K.
2006).

Le modéle du mésentere du rongeur a été présani®&6 (Norrby K. 1986). Le
mésentére de l'intestin gréle du rongeur est exméent fin et se présente sous forme de
fenétre encadrée par du tissu graisseux portantveime et une arterffigure 17C) Une
substance, dont I'effet pro-angiogénique est &resst injectée en intra-péritonéal (IP) 2 fois
par jour pendant 5 jours consécutifs. La solutiojedtée diffuse alors rapidement dans la
cavité abdominale. Ainsi, des vaisseaux se dévelupdans les fenétres initialement non
vascularisées. Les avantages de cette méthode@mfireux, comme la possibilité d'étudier
l'effet systémique de la molécule, sa toxicité, sudtabolisme. De plus, ce modéle est peu
traumatisant et n'induit pas d'angiogenése decktr@gation. Par contre, la quantification de
I'angiogenese dans les fenétres est difficile (biok. 2006).

En 1987, Andrade et collaborateurs ont développéest en implantant une éponge
contenant la substance d'intérét sous la peaurdtufAndrade S. P. 1987). Ce modéle est
aussi réalisable sur des soufigure 18A) Il est alors possible de suivre la vascularisatie
l'implant en mesurant le flux sanguin (en utilisantgaz, le xénon*3Xe). Cette méthode,
bien que reproductible et pouvant permettre leiszontinue de la vascularisation, présente
des inconvénients comme une inflammation potestigdint génante au site d'implantation.
De plus, le suivi au xénon radioactif rend la matdfon difficile techniguement. Mais
d'autres méthodes de quantification en expérieromitale existe comme le dosage de
marqueurs endothéliaux (ex : CD31) ou de I'hémagwbontenus dans I'éponge (Norrby K.
2006).

Le modele de lI'implant de Matrigel fut dévelop@& Passaniti en 1992 (Passaniti A.
1992). Ce modeéle simple techniquement consistgjegcter sous la peau d'une souris du
Matrigel contenant une substance ou des celluédsdier. Apres 1 a 3 semaines, l'implant est
retiré et I'examen histologique permet d'évaluerdscularisation de ce dernier. La difficulté
de réaliser un implant identigue sur chaque anienglour conséquence une variabilité

relativement importante (Norrby K. 2006).

En 1999, un nouveau test a été décrit avec $atibn du poisson zeb(égure 18B)

(Serbedzija G. N. 1999). Ce test a la particulad& pouvoir observer l|'angiogenese
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10 ng FGF-2

80 ng FGF-2

Figure 19 : Modéles d'angiogenésin vivo — 3™ partie.

A : Modele de la rétine. Marquage a l'isolectine d&l'endothélium de la rétine de souris
C57BL/6 agée de 1 a 8 jours. La vascularisatiorfagedu centre de la rétine vers la
périphérie. D'aprés (Stahl A. 2010).

B : Modeéle d'implantation de cellules tumorales expnt la luciférase en sous-cutané. La
croissance tumorale est suivie par luminescencesapiection de luciférine dans I'animal.
D'apres (Planel S. 2010).

C : Influence du fond génétique de la souris dassn@deles d'angiogenége vivo. Un
implant (P) contenant 10 ou 80 ng de FGF-2 esbdhiit dans la cornée d'une souris C57BL/6
ou 129/SvimJ. A faible dose (10 ng), la vasculdiosade la cornée est beaucoup plus
importante dans les souris 129/SvimJ que dans o¢esiss C57BL/6. Cette différence
s'estompe a 80 ng ce qui prouve que les C57BL/Ggmtuépondre aux stimuli angiogénes
mais sont moins sensibles que les 129/SvimJ. BgRehan R. M. 2000).



physiologique sur un organisme entier, sans stiomaexterne. La transparence de
I'embryon dans les stades d'angiogenése activeepemeffet d'étudier la mise en place du
réseau vasculaire en continu. Les molécules aertddivent simplement étre déposées dans
'eau de l'aquarium. De plus, des morpholinos ptenede facilement éteindre un gene
d'intérét afin d'en étudier sa fonction (Ekker S.2000). La rapidité de croissance de cet
animal, sa facilité d'élevage, sa grande reprobilitd, sa ressemblance dans son
développement aux vertébrés supérieurs, la passidé modifier aisément I'expression d'un

gene et sa facilité d'observation font du poissghre un modele de choix (Norrby K. 2006).

Un autre modéle d'angiogenése physiologique saimaulation externe est
'angiogenese de la rétine de la souris. La rétleela souris a la particularité de se
vasculariser lors de la premiére semaine apresaissance (Connolly S. E. 1988). La
vascularisation commence par le centre de la r&@ilembranchement du nerf optique, et une
angiogenése par bourgeonnement permet le dével@mpedu réseau vasculaire en une
semaine vers la périphérie de la rétifigure 19A) Le plexus primaire alors formé va
pénétrer dans la rétine pour former un plexus mabfoLors de linstallation du plexus
primaire, les vaisseaux formés sont trées maturesatre de la rétine (les premiers vaisseaux
formés) et peu en périphérie (les vaisseaux naamwelht formés), ce qui permet I'étude de
l'angiogenese dans ces difféerentes phases avesel@ion d'une seule rétine. La
différenciation artere/veine est aussi facilemeéentifiable puisque les artéres ont un espace
non vascularisé autour d'elles, contrairement aires. Les cellules de téte (tip cells) sont
aussi trés facilement visualisables a la limitel'dpparition des vaisseaux. En utilisant des
souris modifiées génétiguement ou en injectansdbstances a tester dans les nouveaux-nés,
il est alors possible d'étudier I'effet de ce gesité substance dans un contexte d'angiogenése
non provoquée (Gariano R. F. 2005) (Fruttiger M02QUemura A. 2006).

Enfin, les modéles de croissance tumorale, paciign dans des souris de cellules de
lignées tumorales, permettent I'étude de l'effetsdbstances anti-angiogéniques dans le
développement tumordfigure 19B) Plusieurs parametres sont a prendre en compiei, Ai
l'utilisation de souris immunodéprimées, qui éléteejet des cellules cancéreuses par rapport
a des souris immunocompétentes, ne permet paglidiétlaction du systéme immunitaire.
L'utilisation de souris immunocompétentes néceskitgection de cellules cancéreuses
syngeéniques. L'injection de cellules en sous-cytajué permet de suivre la croissance

tumorale facilement par rapport a une injectionhapique (plus difficile pour le
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suivi, sauf en utilisant un appareil dimageriepleis difficile techniquement), est un modéle
moins relevant puisqu'il ne préserve pas le micrisennement des cellules, crucial pour
I'étude de l'angiogenese. Le mode d'administrattes drogues (intraveineuse ou
intrapéritonéale par rapport a intratumoral) doissa étre pris en compte. L'angiogenese est
alors étudiée par marquage immunohistochimiquevdesseaux sanguins (marquage CD31
par exemple) (Bibby M. C. 2004).

Pour terminer cette partie sur les modétesivo d'angiogenese, je tiens a souligner
I'importance du fond génétique des souris utilidées des expériences. En effet, plusieurs
publications montrent que la sensibilité des soaus différents stimuli angiogéniques (par
exemple le VEGF-A, ou FGF2) est dépendante deualsoutiliségfigure 19C) Ainsi, lors
de l'utilisation du test de la cornée avec unewdtaition par un implant contenant 10 ng de
FGF2, une souris C57BL/6J a une aire de vasculemisde 0,6 mm2, contre 1,4 mm?2 pour les
BALB/cJ et 2.5 mmz pour les 129/SvimJ (Rohan R.2W@00). Un lien entre la réponse aux
stimuli angiogéniques et le nombre de cellules #r@mles circulantes (CEC) et des
progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) a étg¢ em évidence. Ainsi 1 uL de sang de
129/SvimJ contient entre 12 et 32 CECs et 2 a 7sPEg@htre 0 a 3 CECs et 0 & 1 PECs dans
1 pL de sang de C57BL/6J (Shaked Y. 2005). Il agpainsi crucial de bien choisir le fond

génétique utilisé lors de tests d'angiogennesgvo.

27



Figure 20: Découverte du TGF$.

Culture de fibroblastes de rat infectés par le MeloSarcoma VirusD Cellules adhérentes
sans SGFQ@ Cellules adhérentes avec SGP.Cellules en agar mou sans SGF. Aucune
colonie ne s'est forméé& Cellules en agar mou avec SGF. Des colonies sefsonées.
D'aprés (de Larco J. E. 1978).



Partie 2 : La signalisation de la famille TGF- B.

1. La famille TGF- B : une famille nombreuse.

La famille TGF$ comprend une trentaine de facteurs de croissaneetigellement
reliés. Ces membres régulent une multitude de psousecellulaires dont la prolifération
cellulaire, la différenciation cellulaire, la mabd, l'adhésion et la mort cellulaire.
L'expression de ces facteurs est retrouvée dangnamele variabilité d'organismes vivants,
des drosophiles aux mammiferes supérieurs. Jepv@senter dans cette partie les membres

de cette famille et leurs récepteurs.

1.1Les ligands de la famille TGE-

1.1.1 Bref historique

A la fin des années 1970, les scientifiques orst eni évidence l'existence de facteurs
de croissance contrblant la prolifération des tetliet présents dans le sang, le sérum, les
fluides interstitiels, et les extraits cellulair@obert Holley, prix Nobel de médecine en 1968,
suggéra que les cellules malignes pouvaient échappe contrble de la prolifération en
requérant moins de facteurs de croissance (Holley\R 1975). De Larco et Todaro
publierent alors qu'une cellule (ici des fibrobésgtinfectée par un virus (ici le Moloney
Sarcoma Virus) produit un facteur qui induit lanstormation phénotypique d'une cellule non
infectée. lls appelerent ce facteur "Sarcoma Grdvettior" (SGF) et ils vérifierent son effet
transformant en mesurant la capacité des cellupsigaser en agar mdfigure 20)(de Larco
J. E. 1978). Sporn et Todaro émirent alors I'hypsé d'une boucle autocrine dans la
sécrétion de facteurs de croissance par les celaarcéreuses, ce qui expliquerait le besoin
plus faible des cellules cancéreuses en facteursailgsance exogénes (Sporn M. B. 1980).
Plusieurs laboratoires penserent alors que le SQ@kvait étre un facteur autocrine et
essayerent de le purifier. Le laboratoire de Sfibalors une découverte importante. En effet,

lorsqu'ils passérent un extrait contenant du SGEheamatographie d'exclusion stérique, ils
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Figure 21 : Modele expérimental pour tester I'effede TGF{ sur la cicatrisation.

Des chambres en acier contenant du PG+ de I'albumine de sérum bovin sont placées sur
le dos du rat. Les taux de protéine, d'ADN et déagene contenus dans la chambre 5 a 9
jours aprés son implantation étaient largement rieyps dans celle contenant le TGF-
montrant ainsi un effet positif du TG¥Fsur la cicatrisation. D'aprés (Sporn M. B. 1983).



se rendirent compte qu'aucune des fractions n'atdive dans le test de croissance des
cellules en agar mou. Par contre, lorsque deuidras étaient réunies l'activité était alors
restaurée. Ills montrérent ainsi que SGF était grcéenposé de deux constituants au moins
(Anzano M. A. 1982). Une des fractions avait unstitnant qui induisait quelques colonies
de fibroblastes en agar mou et liait le récepteuiaateur de croissance de I'épiderme (EGF).
Ce facteur a été nommeé Transforming Growth Fagt6FGF-n). Le second constituant ne
liait pas le récepteur a I'EGF et n'induisait uneissance des cellules en agar mou qu'en
présence de TGE-ou d'EGF. Ce facteur fut alors nommé T&FAfin de mieux caractériser
ce nouveau facteur, des équipes ont cherché aegpwife grande quantité de T@F partir

de tissus. Le TGB-humain fut alors détecté en abondance dans lemadFrolik C. A.
1983) et les plaquettes sanguines (Assoian R. B3)19Bien que son nom suggere une
expression dans les cellules transformées uniguemeite découverte démontra I'expression
du TGF$ dans des cellules non transformées. Le premierd®ITGFB a été décrit des 1983
par Sporn et collegues en évoquant son implicatans la cicatrisation, via une induction de
la synthése de collagene et de I'angiogeffegere 21)(Sporn M. B. 1983), effets confirmés
par la suite (Roberts A. B. 1986). L'analyse du 3purifiee a partir de plaquettes montra
sur gel d'acrylamide une unique bande a 25 kDaoeditton non réductrice, et une unique
bande a 12,5 kDa en condition réductrice, monteamgi que le TGH- actif est un dimére
dont les unités sont liés par un ou des ponts fdimd (Frolik C. A. 1983) (Assoian R. K.
1983) (Roberts A. B. 1983). La purification de d8Hf et sa commercialisation permirent le
commencement des études fonctionnelles du FGHnsi, l'effet inhibiteur du TG sur la
croissance de certaines cellules fut décrit déest 1@8icker R. F. 1984b). Les premieres
recherches du récepteur au T@Epar test de liaison furent publiées la méme aliRédik C.

A. 1984) (Tucker R. F. 1984a) et la séquence du-f@Fete connue dés 1985 (Derynck R.
1985). La forme active du TGFest alors apparue comme le dimere de la parter@itale
d'une protéine précurseur bien plus longue. Lectar@a multifonctionnel du TGB-a été mis

en lumiére par les travaux de Roberts. L'équipe traoen effet que TGB- induit la
croissance des cellules Myc-1 lorsque du PDGF réstept mais l'inhibe lorsque du EGF est
présent (Roberts A. B. 1985). Des lors, l'effetTdsiF sur les cellules est apparu contexte

dépendant.

Ce bref historique présente la découverte du BGFA la fin des années 1980,
simultanément a la découverte des isoformes humale TGFB (TGF$2 et TGFS3),

d'autres protéines synthétisées sous forme dergeiouet possédant au moins sept des neuf
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Figure 22 : Structures des membres de la famille TGH-

A : Représentation schématique du précurseur desbraende la famille TGB: Ce
précurseur comporte un peptide signal de sécratioprodomaine (appelé LAP pour TGF-
B), un site de clivage a la furine et une forme matu

B : Structure cristallographique d'un monomeére defolane mature TGB2. @ Cette
structure a la forme d'une main gauck®.Gros plan sur le nceud cystéique. Les ponts
disulfures entre les cystéines 44 — 109 et 48 —fadtfent une boucle dans laquelle passe le
pont disulfure entre les cystéines 15 et 78. D&fBehlunegger M. P. 1992).

C : Structure cristallographique du dimere de fommeture de TGHB1. La dimérisation se
fait par un pont disulfure interchaine entre lestéjnes 79 (*) des deux monomeres. D'aprés
(Hinck A. P. 1996).



cystéines de la partie C-terminale du TBbBnt été identifiées. Ces protéines constituent la
superfamille du TGHB-

1.1.2 Les membres de la superfamille du TGF-

La connaissance des séquences de l'activinejntibihe (Mason A. J. 1985), de
I'normone anti-Mdillerienne (AMH) (Cate R. L. 1986) du TGFB2 (de Martin R. 1987)
(Madisen L. 1988) ainsi que du TGHE-(Derynck R. 1985) a permis de montrer I'existahee
protéines produites sous la forme d'un précursgivees pour donner une forme active et
sécrétées sous forme d'un dimére lié par un peuotfdie (figure 22A) Deés lors, I'existence
d'une superfamille du TGF-a été fortement suggérée (Massague J. 1987) (SyorB.
1987). Bien que les séquences de ces protéinegnpedsparfois peu de similarité, la
conservation du domaine C-terminal du prodomain@ ebnservation de sept au moins des
neuf cystéines de la partie C-terminale des formasires est une marque d'appartenance a
cette superfamille (Massague J. 1987). La strualeseemembres a montré une particularité :
la présence d'un nceud cystéidiigure 22B) Ce nceud cystéique est constitué de deux ponts
disulfures formant une boucle dans lequel passeoisieme pont disulfure (Daopin S. 1992)
(Schlunegger M. P. 1992). Il existe quatre granfdsilles a nceud cystéique : le NGF
(Neural Growth Factor), le PDGF, les hormones ghyoteiques (comme I'hCG pour human
chorionic gonadotropin) et le TGE-

Les membres de la famille TGFent une structure globale proche. Les monomeres
ont la forme d'une "main gauche" avec le poigndegtphalangeffigure 22B)(Sebald W.
2004). Chaque monomére comporte plusieurs feupletsganisés par le nceud cystéique. Le
dimére prend alors la forme d'un "papillon”, lesixiéaces concaves de la "main" étant face a
face(figure 22C)

Aujourd'hui, la superfamille du TGFcomporte 37 membres identifiés chez I'homme,
bien que le séquencage du génome humain ait iskedf cadres de lecture pouvant coder
pour des ligands de cette superfamille (Lander E.2@1). Les membres identifées
comportent les isoformes du T@k-les activines et les inhibines, 'AMH, la familt
GDNF (Glial cell-Derived Neurotrophic Factor), |&8DFs (Growth and Differentiation
Factors) et les BMPs (Bone Morphogenetic Protgiing)re 23)
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Figure 23 : Arbre phylogénétique déraciné des 37 membres de famille TGF-p chez



La famille des isoformes du T@F-comporte cinqg membres, dont trois chez les
mammiféres. TG fut le premier membre de cette superfamille clferé 1985 (Derynck
R. 1985)), puis vient TGB2 (de Martin R. 1987) (Madisen L. 1988) et enfin H&3 (ten
Dijke P. 1988). L'isoforme TGB4 fut détecté dans le poulet (Jakowlew S. B. 1988a)
(Jakowlew S. B. 1988Db) et I'isoforme T@B-dansXenopus laevigKondaiah P. 1990), mais
ces isoformes n'ont pas été trouvées chez les nfanemiUne forme hétérodimérique TGF-
B1l/TGF$2 a été décrite dans les plaquettes porcines (€&hef 1987).

L'idée d'une substance soluble produite par Istctdes et agissant sur I'hypophyse
pour inhiber la sécrétion de gonadotropines a dstupte par McCullagh des 1932
(McCullagh D. R. 1932). Il appela cette substamtehbine en rapport a sa fonction. Mais il
fallut attendre 1985 et les travaux de Ling pouwiaune caractérisation de cette substance. Il
montra alors que l'inhibine était composée de dmus-unités difféerentes liées par un ou des
ponts disulfures et inhibait la sécrétion de FSHIl{€ule Stimulating Hormone) mais pas de
LH (Luteinizing Hormone) (Ling N. 1985). La mémeudge publia la séquence cette année la
des deux sous-unités: (pour la grande unité €in ou Pg pour les deux petites unités
existantes) et classa ainsi l'inhibine comme un brerde la superfamille TGEF{Mason A. J.
1985). Enfin Ling publia un an plus tard qu'un dim¢homo- ou hétérodimere) des sous-
unitésP avait une activité opposée a l'inhibine. Il appedtte substance l'activine (Ling N.
1986a).

L'hormone anti-Mdillerienne (AMH) est responsabke ld régression des canaux de
Muller, a l'origine de I'appareil génital femeltans les embryons méales. Son existence a été
pressentie par Jost dés 1953 (Jost A. 1953). Laeség a été connue en 1986 (Cate R. L.
1986).

Le membre "fondateur” de la famille du GDNF a é&éactérisé et séquence en 1993
par Lin (Lin L. F. 1993). Il est décrit comme unsd@embres les plus éloignés de la famille
TGF. Son role est principalement dans la survie dasomes dopaminergiques.

La derniere sous-famille est celle des BMPs. kWexice de substances stimulant la
synthese osseuse fut décrite des 1965 par Urisst(Mr. R. 1965). Les premieres BMPs
séquenceées farent BMP1 (qui est en fait un metaltépse et qui ne fait pas partie de la
famille TGF{), BMP2 et BMP3 (Wozney J. M. 1988). Initialemercdtes pour leur réle
dans l'induction de l'ossification, ces protéineatsmaintenant nommeées par le nom plus
générique de GDF pour Growth and Differentiationtba Cette famille compte aujourd’hui

une vingtaine de membres (Xiao Y. T. 2007).
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Les deux monoméres de la forme mature sont en é&leorange. Les deux parties du
prodomaine (bras et camisole) sont colorés diffénent. Les ponts disulfures intrachaines et
interchaines sont en jaune. Les fleches rougegseptent les directions des forces exercées
sur le prodomaine pendant I'activation par lesgintés. Les domaines RGD servent de site
de liaison aux intégrines. Le lasso du prodomaim@wre les doigts du TGF1, site de
fixation au récepteur de type 2. L'attache du pnogioe lie par liaisons hydrogenes (donc
liaisons non covalentes) le TGHE-mature. Le clivage par la furine (aux sites 'tiet) entre

le prodomaine et la forme mature se passe apifésniation de la structure tertiaire. D'aprés
(Shi M. 2011).



Enfin, d'autres GDFs font partie de la superfamilGF$ comme GDF8 (appelé aussi
myostatin pour son réle d'inhibiteur de la croissaret différenciation des cellules des

muscles squelettiques).

La famille TGF$ est retrouvée dans un grand nombre d'organismesmeo
Drosophila melanogastefsept membres) (Parker L. 200Daenorhabditis elegan&uatre
membres) (Savage-Dunn C. 2001)Xehopus laevigquinze membres). Ces organismes plus
simples que des mammiferes ont servi de modelebal& pour I'étude du fonctionnement de
la superfamille TGRB. Les fonctions de ces membres sont trés diverses imndamentales
dans le développement et la réparation des tissus.

1.1.3 Synthese des ligands

Les ligands de la famille TGF-comportent quatre domaines : un peptide signal
responsable de la sécrétion du peptide, un prodmman site de clivage par des protéases de
type furine, et le domaine matuffegure 22A) Apres traduction de ces cytokines sous forme
d'un propeptide, les ligands sont clivés dansaesiGolgi par les furines convertases (Gentry
L. E. 1990) (Dubois C. M. 1995). Le clivage peussiuavoir lieu aprés sécrétion de la
protéine. L'AMH est d'ailleurs principalement clkvépres sécrétion (Wilson C. A. 1993). Le
prodomaine ainsi libéré reste lié au domaine majpme des liaisons non covalentes
(Lawrence D. A. 1991). Le prodomaine est absolumiadispensable pour la bonne
conformation du ligand (Gray A. M. 1990).

Le membre le plus étudié pour sa sécrétion esGlef1l. Le dimere mature de TGF-
Bl est associé a son prodomaine appelé LAP (Lateswdated Protein) (Gray A. M. 1990).
Cette forme est totalement inactive. La LAP assureontréle de l'activité du TGE;-de sa
biodisponibilité par interaction avec des protéidesla matrice extracellulaire ainsi que la
bonne conformation du ligand. La structure du T&GRtent (dimére de forme mature + LAP)
a éte realisée trés recemment (Shi M. 2011). Getteture montre que les deux prodomaines
forment une sorte de losan@fegure 24) A l'extrémité de ce losange, les prodomaines se
croisent et sont liés par deux ponts disulfuresaqDle prodomaine porte un domaine RGD
(Arginine-Glycine-Acide aspartique) de liaison @tégrine ay. A I'extrémité opposée, les

prodomaines présentent chacun une cystéine (Cgai4dprment un pont disulfure avec une

32



protéine de la famille des LTBPs (Latent T@Binding protein). Les ponts disulfures liant la
LTBP a la LAP se font entre deux cystéines en Nieal de chaque prodomaine et deux
cystéines d'une LTBP (ratio prodomaine : LTBP deld. Il n'y a pas de liaison covalente
entre le dimere mature et le LTBP. (Miyazono K. 8P8Gleizes P. E. 1996, Saharinen J.
1996). Il existe a ce jour quatre membres de ldliames LTBPs (LTBP 1-4). Le dimere de
TGF$ mature est emprisonné dans les deux bras du Yesdarmés par le prodomaine du
cOté des cystéines des liaisons aux LTBPs (Shi 041P Notons que la dimérisation du
prodomaine par ponts disulfures n'est pas consgéetous les membres de la famille (Shi
M. 2011). En effet, les séquences des prodomaimeispeu conservées et une absence de
cystéine dans les feuillefs 7, 8 ou 9 de certains membres (comme BMP9 et BMP10
implique une absence de dimérisation du prodoméaiaeocrystallisation des formes clivée
et non clivée montre que la conformation du prodamade la forme mature et leur
association n'est pas dépendante du clivage (SI20M1). Le prodomaine maintient TGF-
sous une conformation différente de celle du TB3bBre ou lié aux récepteurs et empéche
l'acces de TGIB-aux récepteurs.

L'activation des formes latentes peut se procharedifférents mécanismes. L'exemple
le plus connu est TGB- In vitro, il est possible de dissocier le diménature TGH des
prodomaines en chauffant le complexe a 80°C pend@nmn, en faisant varier le pH
(solution acide ou basique), en utilisant des ageritaotropiques ou des détergeants
(Lawrence D. A. 1985) (Brown P. D. 1990) (Gleizes B2 1997). Les radicaux libres
oxydatifs peuvent aussi activer T@HBarcellos-Hoff M. H. 1996). In vivo, l'acidificen
(pH<3) de l'espace extracellulaire des ostéoclgstes expliquer l'activation du TGFHors
de la résorption osseuse (Oreffo R. O. 1989). bescaux libres oxydatifs seraient aussi a
l'origine de Il'activation du TGB-consécutive a une irradiation (Barcellos-Hoff M. 1994).
Deux processus enzymatiques peuvent aussi activ@F{fT Les glycosidases
(endoglycosidase-F, sialidase, neuraminidase, Nagigse) activent TGF-(Miyazono K.
1989). Le virus de la grippe activerait T@Fen utilisant une neuraminidase (Schultz-Cherry
S. 1996). La dégradation protéolytique des prodoesmpermet aussi I'activation du TGF-
Les protéases a seérine (plasmine, cathepsine Dgntlile domaine N-terminal des
prodomaines, activant ainsi T@F{Lyons R. M. 1988) (Lyons R. M. 1990). Enfin,
I'interaction de la LAP avec la thrombospondineul2¢ protéine fortement présente dans les
plaquettes, active TGE-(Schultz-Cherry S. 1994) (Souchelnitskiy S. 1998pe autre
méthode d'activation est I'exercice d’'une force learintégrines sur la LAP. La liaison des

intégrinesa,fs sur les domaines RGD des prodomaines n'est péisasuié pour libérer
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TGF (Annes J. P. 2004) (Wipff P. J. 2008) (Munger J1$99). L'activation du TGB-par

les intégrines requiert l'attachement des prodoesaid une LTPB, l'attachement des
intégrines au cytosquelette et une contractionulzle exercant une force sur les
prodomaines (Annes J. P. 2004) (Wipff P. J. 2008)nger J. S. 1999) (Yoshinaga K. 2008).
La structure de la LAP associée a TBB-confirmé la nécessité d'exercer une force sur le
LAPs pour libérer TGH (figure 25)(Shi M. 2011). En effet, la LTBP ancre une exttémi
des LAPs fermement dans la membrane extracellulage intégrines connectent les autres
extréemités au cytosquelette d'une cellule. La emtibn de cette cellule induit une force de
traction sur les LAPs qui se déforment et libé@nsi TGFf. Le TGF$ libéré peut alors se

lier a ses récepteurs.

En ce qui concerne les autres membres de la &m@F$, ils sont tous synthétisés
sous la forme d'un précurseur, dimérisés puis €ldans I'appareil de Golgi ou dans I'espace
extracellulaire. L'association des prodomaines deedimére de forme mature donne un
complexe qui n'est pas toujours inactif. Ainsi, @Dfa myostatine) (Thies R. S. 2001),
GDF11 (Ge G. 2005) et BMP10 (Sengle G. 2010) swanttifs lorsque les prodomaines sont
présents, similairement & TG¥-Par contre BMP2 (Israel D. I. 1992), BMP4 (Sop&y
2006), BMP5 (Sengle G. 2010), BMP7 (Jones W. K.4)98MP9 (Brown M. A. 2005),
I'AMH (Wilson C. A. 1993), Nodal (Le Good J. A. 2B0et GDF15 (Bauskin A. R. 2000)
(Fairlie W. D. 2001) sont actifs associés a lewdpmaine. Il est & noter que le prodomaine
de 'AMH se détache lors de la liaison de 'AMH san récepteur de type 2 (di Clemente N.
2010). Il est possible de penser alors qu'un ligamda une affinité pour son prodomaine
supérieure a celle pour son récepteur est inacgfjle couplé a son prodomaine, alors qu'un
ligand qui a une affinité plus forte pour son réeep que pour son prodomaine sera actif
méme s'il est couplé a ce dernier, le réceptewatu'capturer” le ligand.

Les prodomaines sont des régulateurs de la $éabdis formes matures des ligands et
donc de leur demi-vie. Ainsi le prodomaine de noclahfere peu de stabilité a la forme
mature de nodal, tandis que le prodomaine de BM&lilise fortement la forme mature de
nodal (Constam D. B. 1999).

Une fois synthétisés, les ligands vont agir paEstin sur leurs récepteurs spécifiques.

Notons que des hétérodiméres de BMPs ont étéwasservitro etin vivo (BMP2/5,
BMP2/6, BMP2/7, BMP4/7). Ces hétérodimeres appseaisplus actifs que leurs respectifs
homodiméres (Little S. C. 2009) (Valera E. 2010arfenter R. S. 2010) (Israel D. I. 1996).
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Figure 26 : Arbre phylogénétique des récepteurs da famille TGF-g chez 'homme.

D'apres (Schmierer B. 2007).




1.2 Les récepteurs de la famille TGF-

1.2.1 Bref historique

Les premiéres recherches des récepteurs de aetikefont été faites pour TGFE en
utilisant du TGFB1 marqué & l'iode radioactiffl) (Frolik C. A. 1984) (Tucker R. F. 1984a).
La découverte des récepteurs commenca véritableavatt les travaux de Massagué. En
effet, il montra I'existence de trois types de péeers de poids moléculaires tres différents :
un récepteur de type 1 de 65 kDa environ, un récepte type 2 de 85 kDa environ et enfin
un récepteur de type 3 de trés haut poids (> 208).kIDdécrit alors le récepteur de type 3
comme récepteur majoritaire au T@GHKMassague J. 1985). Cependant, son équipe corrigea
cette affirmation dés 1986 en montrant que cersdligaées cellulaires peuvent lier le TGF-
sans exprimer de récepteur de type 3 (Cheifet®86)1 Bien que les premiéres recherches se
concentrérent sur les récepteurs du TGHe premier récepteur cloné fut un récepteur de
l'activine, appelé maintenant ActR2 (Activin Reaeptype 2). La connaissance de la
séquence d'un récepteur de la famille TEG&-permis d'émettre I'hypothese de récepteurs
transmembranaires a activité sérine/thréonine kipasir cette famille (Mathews L. S. 1991).
Les autres récepteurs ont alors été rapidementifidsrpar homologie.

Ainsi, sept récepteurs de type 1, cinq récepteernype 2 et deux récepteurs de type 3
ont été identifiés chez les mammifer@gure 26) Les récepteurs de type 1 sont nommeés
ALK (Activin receptor-Like Kinase) 1 a 7. Les rédeprs de type 2 sont BMPR2 (BMP
Receptor type 2), ActR2A et -B (Activin Receptopgy2 A et B), AMHR2 (AMH Receptor
type 2), BR2 (TGF$ Receptor type 2). Enfin I'endogline (Eng) et lg¢algé/can sont les
récepteurs de type 3 identifiés. Notons que lesptécirs de la famille du GDNF, famille la
plus éloignée dans la superfamille du T Font une activité tyrosine kinase et
n‘appartiennent donc pas au groupe énonce précéel@mie ne les présenterai donc pas dans

ce manuscrit.
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Figure 27 : Structure cristallographique du domaine kinase d'ALK5.

La boite GS (en vert) est le domaine phosphoryléep®R2 pour activer ALKS5.

La boucle L45 (en bleu) détermine la spécificité 8enads.

Le domaine de liaison du phosphate (en bleu gh@nnet la liaison de I'ATP.

Le domaine catalytique (orange) est le siége dédetion de phosphorylation des substrats.
Le domaine d'activation (en rose) bloque l'accéesitmicatalytique en l'absence d'activation
du récepteur. La boite GS est structurellemeréeedu domaine d'activation par I'hélice.

La boite NANDOR (en bleu a pois rouges) est un doentés conservé dans les récepteurs
de type 1 et dont le réle est peu connu.

D'aprés (Huse M. 1999).



1.2.2 Structures des récepteurs

Les récepteurs de type 1 et 2 ont trois grandsadwes : un domaine extracellulaire,
un domaine membranaire et un domaine kinase itiutaiee. Les récepteurs de type 3
possedent eux-aussi un domaine extracellulaire eshbranaire, mais ne possédent pas de
domaine kinase, leur domaine intracellulaire étaas court. Je présenterai d'abord les
structures des récepteurs de type 1 et de typai,epsuite les structures des récepteurs de

type 3.

Les récepteurs de type 1 et de type 2

Les récepteurs de types 1 et 2 sont des glycapestéle 50-60 kDa et 70-80 kDa
respectivement.

Le domaine extracellulaire est du c6té N-termidal la séquence peptidique. La
séquence signal, qui adresse la protéine a la naerpest clivée lors de la maturation du
récepteur. Ce domaine est N-glycosylé, et contientystéines au moins qui déterminent la
structure de ce domaine. Trois de ces cystéinawefur une région caractéristique des
récepteurs de cette famille appelée "boite cystémte se trouvant pres du domaine
transmembranaire (Wrana J. L. 1994b).

Ces récepteurs possedent une région transmemigramaique sans particularité
remarquable.

Le domaine intracellulaire peut se décomposer spus-domaines : la boite GS, le
domaine kinase, la queue cytoplasmigfispire 27)

La boite GS est une caractéristique des réceptieutgpe 1. Localisée juste avant le
domaine kinase, c'est un domaine de 30 acides artrié® conservés. Cette région tient son
nom de la séquence caractéristique qu'il conte@®SGSG). Cette région contient les sites de
phosphorylation du récepteur de type 1 par le téceple type 2 (Wrana J. L. 1994a).

Le domaine kinase a une séquence canonique des/geeonine kinases (Mathews
L. S. 1991). Ainsi, les structures des domainesadés de ces récepteurs ont révélé la
présence d'un feuill§3 impliqué dans la liaison avec I'ATP (CarcamoQR4) (Wrana J. L.
1992) et d'une boucle L45 dans les récepteurs ple tyqui permet linteraction avec les
substrats (Feng X. H. 1997).
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La queue cytoplasmique en C-terminal du domainade est relativement courte pour
les récepteurs de type 1 par rapport aux réceptitype 2. Cependant, une région trés
conservée entre les différents récepteurs de typepparait primordiale dans le
fonctionnement de ces récepteurs. Cette régionappelée la boite NANDOR (pour
NonActivating Non-DOwn-Regulating). Elle se situeuetjues acides aminés avant
I'extrémité carboxyle du récepteur et comporte oacieles aminés. Cette région apparait
cruciale pour la régulation d'ALK5, mais n'intemvigait pas dans son activité kinase
(Garamszegi N. 2001). Son réle sera développé derda description de l'activation des

récepteurs de type 1 par les récepteurs de type 2.

Les récepteurs de type 3

Le récepteur de type 3 du T@Fest le bétaglycan. C'est un protéoglycan, avec un
long domaine extracellulaire, un domaine transmammdire et un domaine cytoplasmique
tres court dépourvu d'activité kinase. Le domaim&aeellulaire contient deux sites de
fixation des glycosaminoglycanes, en plus de stéldet O-glycosylation (Cheifetz S. 1988).
Le bétaglycan apparait comme un dimére non covéigntre 28)(Henis Y. I. 1994).

Un autre récepteur de type 3 de la famille a étkitichez les mammiferes, il s'agit de
I'endogline (ou CD105). Ce récepteur est une glyaéme tres exprimée a la surface des
cellules endothéliales (Gougos A. 1990). L'endagbe présente sous une forme dimérique
(liaison covalente par au moins un pont disulfufeyure 28) Comme le bétaglycan,
I'endogline posseéde un long domaine extracellylaire domaine transmembranaire et un
court domaine cytoplasmique sans activité kina&gndogline possede des sites de N- et O-
glycosylation, mais ne posséde pas de chaine deoggyninoglycanes. Le domaine
extracellulaire de l'endogline présente un domdd@D d'interaction avec les intégrines
(domaine non conservé chez la souris, le porc eate(Gougos A. 1990) (Yamashita H.
1994), un domaine zone pellucide (DZP) de 260 acaieinés (commun avec le bétaglycan)
(Bork P. 1992), ainsi qu'un domaine orphelin samadlogie de structure connue (Gougos A.
1990). Le DZP est impliqué dans l'interaction dadogline avec les récepteurs au TGER
absence de celui-ci (Guerrero-Esteo M. 2002). Lmaioe intracellulaire possede un motif
d'interaction PDZ. De multiples sites de phosplaiigh (résidus seérine/thréonine) sont
présents (Koleva R. |. 2006). Je détaillerai lefetefde ces phosphorylations lorsque je

présenterai en détail la signalisation de I'endeglill existe deux isoformes d'endogline
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consécutives a un épissage alternatif : une foonete (S-endogline pour Short endogline) et
une forme longue (L-endogline), différentes de 3fldes aminés dans le domaine
intracellulaire (Bellon T. 1993). La L-endoglinet éa forme majoritaire, mais le ratio S/L
entre ces deux formes peut changer, notammentlipvgeillissement des tissus ou lors de la
sénescence des cellules endothéliales ou ce sattmgmenté (Blanco F. J. 2008).

Ces récepteurs modulent la liaison des ligandtesuecepteurs de type 1 et de type 2,
sans posséder d'activité de transduction du sigmgdre. Ils sont donc souvent appelés co-
récepteurs. Notons que le bétaglycan peut lier E=utrois isoformes du TGE-(Lopez-
Casillas F. 1993) alors que I'endogline ne peutdigee TGFB1l et TGFB3 en présence de
TBR2 (Letamendia A. 1998).

2. Activation des voies de la famille TGF- B

La premiere étape dans la signalisation des Igaledla famille TGH est la liaison
de ces derniers sur les récepteurs. Viennent en$ntégration et la transduction du signal. Je
vais donc décrire ces évenements dans cette plaatiplupart des études ont été effectuées
sur les récepteurs du T@F-mais les mécanismes d'activation peuvent étnagaies aux

autres récepteurs de la famille, dont ceux des BMPs

2.1Liaison du ligand sur les récepteurs

2.1.1 Etat basal des récepteurs

Les récepteurs de type 1, a I'image d'ALKS5 réaepde type 1 du TGB; ne sont pas
phosphorylés en I'absence de ligand (Wrana J. 24d) Par contre les récepteurs de type 2
sont phosphorylés. En effet, Wrana et collaborateunt montré, en cultivant des cellules
exprimant le récepteur de type 2 au TEBRTBPR2) avec du®*PO,, que PBR2 était
constitutivement actif et s'autophosphorylait (Wran). L. 1994a). L'étude des
phosphorylations defR2 a permis de montrer que plusieurs sérines étplesphorylées
avec des conséquences fonctionnelles différenteformetion des sérines phosphorylées.

Ainsi, les phosphorylations de la Ser213 (situéesda région proche de la membrane et en
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Figure 29 : Modes de formation des complexes de &uteurs.
® Formation du complexe de récepteurs avant laolagu ligand (PFC)@ Formation du
complexe de récepteurs par fixation du ligand (BlSapres (Ehrlich M. 2011).



dehors du domaine kinase) et de la Ser409 (sitaés th région de reconnaissance du
substrat) sont indispensables a l'activité kinaseédepteur de type 2. La Ser416 (située aussi
dans la région de reconnaissance du substrat)épreuphosphorylée a la place de la Ser409,
entrainant une perte de l'activité kinase &7 (Luo K. 1997). Les auteurs ont utilisé une
forme chimérique de PfR2, dont le domaine extracellulaire est celui deepéeur a
I'érythropoiétine et le domaine intracellulaire eslui de BR2. Ainsi, en l'absence du ligand
(ici I'érythropoiétine), les récepteurs chimériquespeuvent pas dimériser. Les auteurs ont
ainsi montré que la phosphorylation de la Ser2it3irgsamoléculaire c'est-a-dire qu'un
récepteur BR2 phosphoryle sa propre Ser213, alors que lesppbogations de la Ser409 et
de la Ser416 apparaissent intermoléculaires, ueptéar BR2 phosphorylant une des deux
sérines de l'autre récepteur du dimere (Luo K. L99%utres sites d'autophosphorylation ont
éte trouvés : la Tyr259, la Tyr336, et la Tyrd424erBque les récepteurs de type 2 ont une
activité sérine/thréonine kinasepR2 s'autophosphoryle sur ces trois tyrosines. batfon

des ces phosphorylations est peu claire (Lawl&B87).

En l'absence de ligandBR2 peut former des homodimeéres (Henis Y. |. 19@4})te
formation d'’homodimeére a été montrée aussi pouedepteur de type 1 au TEHALKS)
(Gilboa L. 1998), mais aussi pour des récepteurs BMPs (ALK3, ALK6 et BMPR2)
(Gilboa L. 2000). Cette dimérisation a lieu desggculum endoplasmique (Gilboa L. 1998).

Le groupe de P. Knaus a montré une particulaatésda dimérisation des récepteurs
des BMPs (ALK3/ALK6 pour les types 1 et BMPR2 pdeitype 2). En effet, leurs travaux
montrent qu'une hétéro-oligomérisation sans ligdimdécepteur de type 1 avec le récepteur
de type 2 est possible et est latente (Gilboa I0020Cette association récepteur de type
1/récepteur de type 2 a été montrée en trés fajplentité pour TGHB- (complexe
ALK5/TBR2) en I'absence de ligaffthure 29)(Wells R. G. 1999).

2.1.2 Liaison du ligand sur les récepteurs

La liaison du ligand sur les récepteurs induitfdamation d'un hétérotétramere
composé de deux récepteurs de type 1 et de deeptegcs de type 2, chaque monomere du
ligand liant un récepteur de chaque type (Wranhk. 1992). En ce qui concerne TGk-
I'affinité pour le récepteur de type 2 est beaugolug importante que celle pour le récepteur
de type 1. Ainsi TGH lie d'abord BR2, et une fois le complexe TGFFBR2 formé ALK5
est recruté (Wrana J. L. 1992). Il en est de méme BMP7 (qui lie ActR2A et ActR2B
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préférentiellement) (Greenwald J. 2003). Néanmaiestains ligands de la famille ont une

plus grande affinité pour les récepteurs de typet $e lie donc d'abord sur ce récepteur,
comme BMP2 sur ALK3, BMP4 sur ALK6 (Koenig B. B.94) (Knaus P. 2001) ou encore

BMP9 et BMP10 sur ALK1 (David L. 2007a).

La liaison des ligands sur les récepteurs appdiféérente entre le groupe des T@BF-
et la famille des BMPs.

Concernant les récepteurs du TEFBR1 (aussi appelé ALK5S) etfR2 apparaissent
comme des homodimeres préformés dans le réticuhgroptgasmique. En I'absence de ligand
il y a peu d'hétérodimere. Cette homodimérisataniftervenir le domaine cytoplasmique et
le domaine transmembranaire et I'arrangement diméme semble pas altérer par la liaison
du ligand (Gilboa L. 1998).

Une image différente est observée concernanttériation des récepteurs des BMPs
qui semble plus flexible et modulable par les ldgnll existe a la surface des cellules de
multiples formes de complexes de récepteurs pré&esren |'absence de ligand. Certains
complexes consistent en l'association de réceptiutgpe 1 avec des récepteurs de type 2,
comme BMPR2 avec ALK3 ou ALK6 (Gilboa L. 2000). Lsous-population de ces
complexes dénommés PFC (PreFormed receptor Conspliexglique que le signal induit par
le ligand soit modulé par un changement de confoomalans les sous-unités. Lors de la
liaison du ligand, le niveau de complexes de ré&nepthétéromeériques, employant donc des
récepteurs de type 1 et de type 2, augmente gsigtifement. Ainsi, deux modes de
formation des complexes des récepteurs des BMPblaetrexister : le premier est ligand
indépendant (PFC), et le second est induit paBMBs (BISC pour BMP Induced Signaling
Complexes). Une restriction de l'accessibilité désepteurs peut étre causée par la
localisation au niveau de la membrane des asseswlag récepteurs. En effet, la
signalisation par les BISC semble dépendante sigokation des récepteurs avec les radeaux
lipidiques (ou caveolae), alors que la signalisatipar les PFC est indépendante de
I'association avec les radeaux lipidiques (Hartdng006).

Il existe plusieurs modes de liaison des liganddes récepteurs. Deux sont d'intérét
pour les familles de ligand du TGF-le mode séquentiel et le mode coopératif. Liadia est
dite séquentielle lorsque le ligand lie un sitehdate affinité sur un type de récepteur et que
le complexe formé recrute le second type de réaepia un site de basse affinité. Le ligand
ne peut pas alors se fixer sur le récepteur deshafigité sans le récepteur de haute affinité.

Le mode coopératif est caractérisé par une liadonligand sur un des deux types de
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Figure 30 :Modes de liaison des ligands de la famille TGB-

A : ® BMP2 se lie d'abord sur les récepteurs de typeid les récepteurs de type 2 sont
recrutés. Aucun changement dans la structure dérdide BMP2 n'est observé lors de la
liaison. La liaison est donc séquentielle mais paspérative.® TGFf lie d'abord les
récepteurs de type 2 au niveau des phalanges.rigtuse cristallographiqgue du complexe
révele un changement dans la structure de F&Mke aux récepteurs de type 2 avec une
conformation ouverte. Les récepteurs de type 1 atmrs recrutés et le ligand retrouve sa
conformation fermée initiale. La liaison est sédiedle et coopérative. D'aprés (Nickel J.
2009).

B : Complexe ternaire de TR et BMP2.® TBR2 lie le bout des phalanges de TE3-et
interagit avec ALK5.@ ActR2 lie BMP2 par sa face convexe et n'interpgsé avec ALKS.
D'apres (Groppe J. 2008).



récepteurs avec une augmentation de la liaisoqguerées deux récepteurs sont coexprimés
(Nickel J. 2009). Ces deux modes ne sont pas efl@oncernant les TGF1 et 3 ainsi que
les activines, un site de haute affinité sur leepéeur de type 2 est impliqué dans la liaison.
Le récepteur de type 1 est alors recruté par leptmom ligand-récepteur de type(fgure
30A) (Zuniga J. E. 2005) (Attisano L. 1996). Ainsi TGE-et 3 et les activines lient leur
récepteur dans un mode séquentiel. Les changermnitsrmationels induits par le récepteur
de type 2 et les contacts entre le récepteur delygt le récepteur de type 2 résultent en une
augmentation de 60 fois de l'affinité de T@Fpour PBR1 en présence defR2 (Groppe J.
2008). Ainsi TGFB1 et 3 lient aussi leurs récepteurs selon un modeératif(figure 30A)
Pour les BMPs, I'étude de formation des BISC avetPB montre que BMP2 lie avec une
grande affinité ALK3 ou ALK®G, et avec une faibldiaité les récepteurs de type 2 (Kirsch T.
2000a). Cette difference d'affinité s'explique pare cinétique de liaison différente,
I'association de BMP2 avec les récepteurs de typgaft plus stable (dissociation plus
longue) que la liaison de BMP2 sur les récepteargypde 2. Par contre les tests de liaison au
BlAcore montre que l'affinité de liaison de BMP2upoActR2B est indépendante de la
présence du récepteur de type 1. Ceci indique etales de contacts favorables
énergétiquement entre les domaines extracelluladeesdeux récepteurs et l'absence de
changement de conformation induite par le réceptieutype 1 sur I'épitope de liaison du
récepteur de type 2. Ceci fut vérifié par la redien des complexes ternair@ggure 30A)
(Allendorph G. P. 2006) (Weber D. 2007). De pluss dests de liaison de radioligands ont
montré que la liaison de BMP2 sur ALK3 n'est pagnaentée par la cotransfection des
récepteurs de type 2 (Heinecke K. 2009). Tout pemive que BMP2 lie les récepteurs selon
le mode séquentiel mais pas coopératif (NickeDO92.

Par extension, la liaison des BMPs est consgdEeomme séquentielle et non
coopérative, alors que la liaison des TfBEst séquentielle et coopérative. Notons juste que
TGF$2 ne lie ni BR1, ni TBR2 en l'absence de betaglycan. Mais une fois fixé Ip
betaglycan, TGHB2 lie avec une grande affinit§3R2 puis recrute ensuiteBR1 comme les
autres isoformes du TGF{Zuniga J. E. 2005).

Cette différence du mode de liaison peut étreigupe par des conformations lors des
associations ligand/récepteurs différentes. Laallisation des complexes tertiaires a permis
de mettre en lumiére ces différences. En effet étiedes de mutagenése ont montré que, pour
les BMPs, I'épitope de liaison des récepteurs pe fyest localisé dans le site concave formeé
par I'nélicea d'un monomeére et la partie concave du feufllele I'autre monomerg@igure

30B). En reprenant le modéle de la "main gauche", teeesit le "poignet”. Le site de liaison
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Figure 31 :Modes de liaison des récepteurs de type 2.

Superposition de monomeres de TGt de BMP2 liés a leur récepteur de type 2. Les
localisations des épitopes de liaison de ces réaeptsur leur ligand sont trés différentes,
ActR2 liant la face convexe de BMP2 efR2 le bout des phalanges de T@&FD'apres
(Groppe J. 2008).



du récepteur de type 2 est localisé sur le cotgeoandes deux doigts, ou "phalanges"(Kirsch
T. 2000b). Par contre,fR2 lie le bout des doigts du TG¥-malgré la conservation des
résidus constituant les phalanges entre P&Eies BMPgfigure 30B et figure 31{Hart P. J.
2002). L'épitope de liaison diR2 est aussi différent de celui de BMPR2 et ActR2A8, le
feuillet p2' de PR2 s'intercalant entre les doigts du TBBlors que les feuillet$ 3,4 et 6 de
ActR2B rentre en interaction avec BMP2 (AllendohP. 2006) (Weber D. 2007) (Hart P.
J. 2002).

En plus des différences de localisation des ép#ipges structures d'activine-A
(Greenwald J. 2004) (Thompson T. B. 2003) (Harri€orA. 2004) et de TGB3 (Hart P. J.
2002) libres ou liés au récepteur de type 2 mohtgeie les dimeéres des ligands peuvent
prendre une conformation ouverte une fois liés @acepteurs de type @gure 30A) Une
telle conformation n'a jamais été observée pouBlK’s. Le recrutement du récepteur de
type 1 serait facilité par cette conformation otwesn augmentant I'accessibilité de I'épitope
de liaison du récepteur de type 1 sur les ligaridsue le récepteur de type 2. Les ligands
reprennent une conformation fermée dans le compéraire(figure 30A) (Groppe J. 2008).

Pour résumer, les BMPs lient le récepteur de plaste affinité puis recrute le
récepteur de plus faible affinité, sans changendentonformation ni interaction entre les
deux types de récepteur. Le mode de liaison est déguentiel mais non coopératif. TGF-
et les activines lient les récepteurs de type 2,que entrainent un changement de
conformation et permet un recrutement des réceptaertype 1 qui interagissent avec les
ligands et les récepteurs de type 2. Le mode @soliaest donc séquentiel et coopératif. Les
sites de liaison des récepteurs de type 2 sorrdiffs entre les TGFet les BMPs. Bien que
le mode de liaison des activines soit équivalecelai des TGH3, les épitopes de liaison des
récepteurs de type 2 des activines sont comparaldesx sur les BMPs et non sur les TG F-
(Nickel J. 2009).

Ces modes de liaison expliquent la spécificitélidsson des ligands sur certains
récepteurs. Ainsi, certaines interactions entrégamd et des récepteurs ont été tranchées par
les structures des complexes. Par exemple, ALK& déxrit comme un récepteur de T@EEF-
dans un hétérocomplexe de récepteurs de type 1K1ALALK5 (Goumans M. J. 2003).
Cependant, la structure du complexe ternaire du-f@Fl'analyse des séquences d'ALK1 et
d'ALK5 dans les zones de liaison au ligand montoer@ les interactions responsables de la
liaison d'ALK1 sont différentes de celles recrutakitK5. En effet, I'élément principal

nécessaire a la liaison du récepteur de type lestomplexe TGHB/TBR2 est une extension
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Figure 32 : Extension préhélice caractéristique d'AKS.

L'extension préhélice (en rouge sur ALK5) lie lesds doigts du monomere bleu de Tf3--
Cette extension est absente sur les récepteurBMEs comme ALK1. D'apres (Groppe J.
2008).

Domaine kinase d’ALK5 inactif Domaine kinase d’ALK5 actif

Figure 33 : Comparaison des structures cristallogrphiques d'ALKS5 inactif et actif.

GS : Boite GS, HC : HéliceaC, SR : Segment de Régulation, DC : Domaine Cadaigt
ATP : Domaine de liaison de I'ATP, fleche : entdéedomaine catalytique.

® A l'état inactif I'entrée du domaine catalytigust dermée par le SR® Apres
phosphorylation de la boite GS, un changement déonoation impliquant la boucle L45 et
I'néliceaG entraine un déplacement du SR qui ouvre alaisieaine catalytique. L'ATP peut
se fixer ainsi que les substrats. D'apres (Hus&9499) et (Huse M. 2001).



préhélice(figure 32) Cette extension est absente sur les récepteutgpdel des BMPs,
comme ALK1, ce qui empéche ALK1 de lier TFde maniere similaire & ALK5. De plus,
TGFJ ne possede pas la boucle préhélice des BMPs ia@eeada liaison des BMPs sur les
récepteurs de type 1. Ainsi, ALK1 ne peut pas Ti@F selon le modele de liaison des
BMPs. De ce fait, le modele de I'hnétérocomplexe AIALKS5 liant TGF$ n'est plus
concevable avec les connaissances actuelles (GdoR0€8).

Notons enfin que les concentrations effective® &®bde la réponse maximale (&C
sont un reflet de la liaison des ligands sur leepéeurs. Ainsi, le fait que BMP2 se lie
longuement sur son récepteur de type 1 mais briéresur son récepteur de type 2 entraine
une faible activation du récepteur de type 1 parékepteur de type 2. Ainsi, I't£des
actions de BMP2 est relativement élevé (NickeldD9). En effet, 'EG des effets de BMP2
sur plusieurs types cellulaires pour différentegonses a été mesuré entre 20 ng/mL et
50 ng/mL (Marrony S. 2003) (Rudkin G. H. 1996) (\atile R. N. 1999). Par contre, T(GFet
les activines lient avec une forte affinité le y@teair de type 2 ce qui permet l'activation de
nombreux récepteurs de type 1, méme si |'affind@r geux-ci reste assez faible. D'ailleurs,
les EGo de ces ligands sont beaucoup plus faibles (Ni¢gk&009), de I'ordre de 2 ng/mL
pour TGFB (Rudkin G. H. 1996) et 3.5 ng/mL pour les actigrfeing N. 1986b). L'EG, de
BMP9 sur ALK1 a été décrit a 45 pg/mL, ce qui eatipulierement faible (David L. 2007a).
Un mode de liaison particulier entre BMP9 et ALKdt alors envisageable et mérite d'étre

étudie.

La formation de I'nétérotétramere lors de la ¢imiglu ligand permet l'activation du

récepteur de type 1 et la transduction du signal.

2.1.3 Etat activé des récepteurs

La formation du complexe induit par le ligand atito@pidement a la phosphorylation
du récepteur de type 1 par le récepteur de type gui a été démontré en premier pour TGF-
B (Wrana J. L. 1994a). Les auteurs ont aussi mdesrgites de phosphorylation, a savoir les
sérines et les thréonines de la boite GS (Thrl86186, Serl87, Serl89, Serl91l). La
phosphorylation du récepteur de type 1 par le téceple type 2 entraine un changement de
conformation ouvrant le boucle L45 ce qui rendite satalytigue accessible aux substrats

ainsi qu'a I'ATP(figure 33) (Huse M. 2001). Notons qu'une mutation ponctudb@s la
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boite GS, par exemple T204D pour ALK5, entraingplaition d'une charge négative (l'acide
aspartique) a la place d'un acide aminé neutrgyitesine). Cette charge négative mime la
phosphorylation du récepteur de type 1 sur sa bG& et aboutit a un récepteur
constitutivement actif, c'est-a-dire dont l'actvite dépend pas de la présence du ligand ou de
I'activité kinase du récepteur de type 2 (Wiesell®95). La boite NANDOR, domaine de
onze acides aminés trés conservé dans la pargen@iale des récepteurs de type 1 apparait
comme régulatrice de l'activation du récepteur AlLjdr TBR2. En effet, la mutation de
I'ensemble des acides aminés de ce domaine aloutitrécepteur non phosphorylable par
TBR2 (Garamszegi N. 2001).

Apres l'activation des récepteurs de type 1 pasphorylation de leur boite GS par les

récepteurs de type 2, la transduction du signal gleuss commencer.

2.2 Intégration du signal par endocytose des récepteurs

Une étape importe dans la transduction du sigstalendocytose des récepteurs. Les
récepteurs de la famille TGFsubissent une endocytose apres liaison du ligafatraation
de I'hétérotétramere. Cette internalisation petihise selon deux modes : I'endocytose par les
puits de clathrine ou I'endocytose par les cavé@essuglielmo G. M. 2003) (Hartung A.
2006).

La clathrine est une protéine cytoplasmique réeratu niveau de la face interne de la
membrane cytoplasmique ou elle induit la formatienpuits d'internalisation, en partenariat
avec la dynamine. La protéine AP2 (Adaptator Prot®) lie la clathrine et participe a
I'endocytose. Les vésicules internalisées perdémts deur enveloppe de clathrine et
deviennent des endosomes précoces (Le Roy C. 20085parquage des récepteurs du TGF-
B ou du TGFB lui-méme montre une colocalisation avec EEAL1 (ERridosome Antigen 1),
un marqueur des endosomes précoces (Di Guglielnid. G003).

Le second type d'endocytose est celui par lesatedipidiques, et plus précisément
par les cavéoles, invagination de la membrane piasrau niveau d'un radeau lipidique. Ces
invaginations contiennent des sphingolipides, duoledtérol, et des cavéolines
(principalement la cavéoline-1). Wrana et collabewes ont montré que la cavéoline-1

colocalise avec les récepteurs au TP Guglielmo G. M. 2003).
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Figure 34 : Schématisation simplifiée des modes didocytose des récepteurs des BMPs.

A gauche, les complexes de récepteurs formés gdaidan du ligand (BISC) sont dans les
radeaux lipidiques et subissent une endocytosecpaéole. A droite, les complexes de
récepteurs sont formés avant la liaison du ligadPBEQ) et sont internalisés par puits de
clathrine.

SMADs

SMADI R-SMADs
SMADS
SMAD? (SMADS)
SMAD2
SMAD3
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Figure 35 : Arbre phylogénétique des Smads de larf@lle TGF-B chez I'homme.
D'apres (Schmierer B. 2007).



Ainsi, deux modes d'endocytose différents permettmternalisation des récepteurs
au TGFB. Il en va de méme pour les récepteurs aux BMPsreoiia montré le groupe de P.
Knaus. En effet, ce groupe a découvert une cokatadn et une interaction directe entre
cavéoline-1 et les récepteurs de BMP2, mais amsse &ps15R (une protéine présente dans
les puits de clathrine) et les récepteurs de BMRZt(Ing A. 2006). Dans ce méme article, les
auteurs montrent que les hétérotétrameéres préfaawadd la liaison du ligand (PFC) seraient
présents dans les puits de clathrine, tandis quééerotétrameres formeés lors de la liaison

du ligand (BISC) seraient dans les radeaux lipie&ffigure 34)

Le mode d'endocytose des récepteurs a une comsdquiirecte sur la voie de
signalisation et la dégradation des réecepteursvale exposer a présent ces voies de

signalisation.

2.3Les voies de signalisation

La voie de signalisation spécifique de la familléF{3 est la voie Smad. Je vais
présenter en premier lieu cette voie de signatiraties voies moins spécifiques, comme
celles des MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinassgront présentées dans un second

temps.

2.3.1 Lavoie de signalisation Smad

Le membre fondateur de la famille des SmadeagneMad (pour Mothers Against
dpp deDrosophila(Sekelsky J. J. 1995). Le nom de ce gene a étdédpar les auteurs qui
ont montré que des mutations du géfead chez la mére induisaient une perte de l'actiwité d
dpp (decapentaplegic) dans I'embryon, un analoguBMP2 et BMP4 chez la drosophile.
Trois homologues de Mad ont été trouvés ceeleganset dénommés sma (sma2/3/4) car
des mutations dans ces genes donnent des coritds pailles ("small”) (Savage C. 1996).
Les genes des mammiféeres furent ensuite décritmmmmeésSmad(condensé d&maet
Mad). Une des premieres Smad humaines identifieeSruad4, connue alors sous le nom
DPC4 pour Deleted in Pancreatic Carcinoma locusiahf S. A. 1996). Smad1l fut aussi

rapidement identifiée (Liu F. 1996). Aujourd'huiithmmembres de la famille Smad sont
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Figure 36 : Structure des R-Smads

A : O® Représentation schématique des différents domaieedsR-Smads.@ Structure
cristallographique du domaine MH1 de Smad3 liABN et structure cristallographique du
domaine MH2 de Smad2 montrant les interactionseecdr domaine et le domaine kinase
d'ALK5. La boucle L45 d'ALKS5 et la boucle L3 du daime MH2 assurent la spécificité des
R-Smads phosphorylés par le récepteur de typeapr& (Massague J. 2000).

B : Structure cristallographique du domaine MH2 dea82. La séquence SSMS a proximité
de I'extremité C-terminale est phosphorylée par BLEe qui active la voie Smad. D'aprés
(Wu J. W. 2001)

C : Structure cristallographique du domaine MH1 dea83 lié a 'ADN. D'apres (Shi Y.

1998).



identifiés dans les génomes humain et m(figure 35) quatre chebrosophilg et trois chez

C. elegans(Massague J. 1998). En fonction de leur rble dansignalisation, les Smads
humaines sont classées en trois groupes : les RFSReceptor-regulated Smads) qui
comptent Smadl/2/3/5/8, les Smads inhibitrices a@iv, et un partenaire commun aux
difféerentes R-Smads appelé Co-Smad ou Smad4. 3edaas un premier temps décrire la
transduction du signal via les R-Smads et Smad4égalation de l'activité par les Smads

inhibitrices sera décrite ultérieurement.

Structure des Smads

Les Smads se présentent sous la forme de deuxirEsnglobulaires conservés
(domaines MH1 et MH2 pour Mad-Homology), liés erdgtex par une "région lien" ou linker
(figure 36A) Le domaine MH1 est présent dans les R-Smads ati$mmiquement, du coté
N-terminal. Il contient le domaine de liaison desddls a I'ADN(figure 36)(Shi Y. 1998).
Lors de la cristallographie du domaine MH1 de Smad3aison avec de I'ADN, les auteurs
ont mis en évidence un nouveau mode d'interactiot@éime/ADN. En effet, le domaine MH1
se lie a I'ADN via une bouclp (c'est-a-dire deux feuillef§ antiparalleles séparés par une
boucle de liaison), et non via un mode de liaisius plassique (doigt de zinc, leucine zipper,
homéodomaine,...[figure 36B) Cette structure a été affinée quelques annéeés gar Chai
et collaborateurs. lls ont alors montré que le damaviH1 contient un atome de zinc
fortement lié (Chai J. 2003). Notons que le varlarlus abondant de Smad2 ne peut pas lier
I'ADN a cause d'une insertion a proximité de ladde@@ (Shi Y. 1998) (Yagi K. 1999). A
I'état basal, le domaine MH1 interagit avec le diomaviH2 (Hata A. 1997), bloquant la
liaison a 'ADN (Kim J. 1997), et inhibant les affdranscriptionnels de MH2 (Liu F. 1996).
Enfin, ce domaine porte une séquence d'importatiaiéaire, que ce soit pour les R-Smads
(Xiao Z. 2000a) ou Smad4 (Xiao Z. 2003b).

Le domaine MH2 est trés conservé pour I'ensembdehdit Smads, c6té C-terminal.
Ce domaine permet l'interaction des Smads avec cmebreuses protéines. Les Smads
peuvent former des oligoméres via des interactgarsleur domaine MH2 (Lagna G. 1996)
(Hata A. 1997) (Hata A. 1998) (Wu R. Y. 1997) (Shi 1997). Les R-Smads peuvent
s'‘associer aux récepteurs de type 1 (Macias-Silva 1996), avec Smad4 aprés
phosphorylation (Hata A. 1997), ainsi qu'avec daeddurs de transcription (Liu F. 1997)
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Figure 37 : Transports des Smads Noyau/Cytoplasme.

HC : Séquence hydrophobe (Hydrophobic Corridor)SNISéquence d'importation nucléaire,
NES : Séquence d'exportation cytoplasmique, NUPRre Fucléaire (Nuclear Pore), P :
Phosphatase.

La séquence HC permet & Smad2/3 de s'ancrer a SBRA4 et Endofine lient Smadl et
participent a sa rétention cytoplasmique, en latsale phosphorylation. D'aprés (Reguly T.
2003).



(Chen X. 1997). Les R-Smads possédent a l'extré@itigérminale de ce domaine un motif
SXS qui est phosphorylé lors de l'activation desa@ifigure 36) (Abdollah S. 1997)
(Souchelnytskyi S. 1997). Le domaine MH2 joue aussiole dans I'adressage vers le noyau
des Smads en liant directement des nucléoporined.(2002), mais interagit aussi avec des
protéines qui assurent la rétention cytoplasmicquees Smads (Wu G. 2000). Je décrirai plus
tard les mécanismes de transport des Smads emingde et le cytoplasme.

Le linker, région qui relie les domaines MH1 et RJHest peu conservé entre les
Smads. Cette région contient des sites de phodgkiory notamment pour les MAPKs
(Kretzschmar M. 1999), ainsi qu'un motif PY quipet des interactions avec les Smurfs
(Smad Ubiquitin Regulatory Factors), E3 ubiquitiigase spécifique des Smads (Zhu H.
1999).

Etat basal des R-Smads et de Smad4

La distribution ainsi que les complexations desa8snsont trés différentes entre |'état
basal (= non phosphorylé) des R-Smads et I'étateade ces R-Smads.

La localisation subcellulaire des R-Smads a I'ébaisal est principalement
cytoplasmique, mais cette distribution est dynamiguec des échanges constants entre le
noyau et le cytoplasme (Inman G. J. 2002b). Ceastieilnition est assurée par une exportation
des R-Smads du noyau vers le cytoplasme plus rapidd'importation de ces R-Smads du
cytoplasme vers le noyau (Schmierer B. 2005). Lésanismes permettant le transport des
R-Smads au travers de la membrane nucléaire sanbneox, complexes et pas encore
totalement élucidés. Les R-Smads les plus étudiéesSmad2 et Smad3 (les R-Smads de la
voie du TGFB). Deux types d'importation des Smad2/3 du cytopéasers le noyau ont été
décrits. Un premier mécanisme fait intervenir l'ortme Bl par interaction avec une
séquence NLS (Nuclear Localising Sequence) préstarte le domaine MH{figure 37)
(Xiao Z. 2000b) (Xiao Z. 2000a). La séquence NLSSdead2 est inactive dans le transcript
le plus courant (Reguly T. 2003). Un second mécamifait état d'une interaction directe
entre le domaine MH-2 de Smad2/3 et les nucléopsrisitués du co6té cytoplasmique
CAN/Nup214(figure 37)(Xu L. 2002) (Xu L. 2003). Concernant Smadl, deuhécanisme
faisant intervenir l'importingl sur la séquence NLS a été dégfigure 37)(Xiao Z. 2001).
Les exportations des R-Smads du noyau vers le legoe font aussi intervenir différents
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processus. Deux séquences NES (Nuclear Export Beguent été décrites pour Smadl (une
sur MH-1 et une sur MH-2). Les deux séquences péenteune exportation dépendante de
CRM-1 (Chromosome Region Maintenance 1 ou expofi)ndigure 37) (Xiao Z. 2001)
(Xiao Z. 2003a). Ces régions NES sont conservés des autres R-Smads, mais non
fonctionnelles chez Smad2/3 (Pierreux C. E. 208@) I(. 2002) (Inman G. J. 2002b) (Chen
H. B. 2005). Ces dernieres peuvent étre exportéds par interaction directe avec la
nucléoporine du cété nucléaire Nup153 (Xu L. 2082jt par interaction avec I'exportine-4
(interaction prouvée pour Smad3 et suspectée poad3)(figure 37)(Kurisaki A. 2006).

En lI'absence de ligand, Smad4 est distribuée aeéneaéquivalente dans le noyau et
le cytoplasme (Pierreux C. E. 2000). Cet équildstatteint grace a une vitesse d'exportation
et d'importation du noyau équivalentes (SchmiereR2®5). L'importation du cytoplasme
vers le noyau de Smad4 se produit grace a litierade l'importinesl avec le domaine
MH1 (séquence NLS) (Xiao Z. 2003b), mais aussig@&@ane interaction directe entre Smad4
et les nucléoporines CAN/Nup214 (Xu L. 2003). L'estption du noyau vers le cytoplasme a
éte décrite comme dépendante de CRM-1 qui se liause séquence NES portée par le
domaine linke(figure 37)(Watanabe M. 2000) (Pierreux C. E. 2000).

La rétention des R-Smads dans le cytoplasme &t batsal est en partie due aux
interactions entre les R-Smads et des partenaiteplasmiques.

Le partenaire le mieux décrit est la protéine SARBmad Anchor for Receptor
Activation) (Tsukazaki T. 1998). SARA lie le phogpidyl inositol 3 phosphate (PI3P) de la
membrane plasmique et des endosomes primaires grardesmaine FYVE (domaine
initialement identifié dans Fabl, YOTB, Vacl, EEA)interagit avec le domaine MH-2 de
Smad?2/3. Cette interaction permet de sequestreShead2/3 a la membrane et ainsi de
rapprocher ces protéines des récepteurs susceptlbldes phosphoryldfigure 37) Une
autre protéine a domaine FYVE a été décrite commopédrante avec SARA : il s'agit de HGS
(Hepatocyte Growth factor-regulated tyrosine kingsbstrate) (Miura S. 2000). Endofine est
une autre protéine de cette famille a étre déaitmme interagissant avec les Smads.
Cependant son role est débattu. Initialement deardmme liant Smad4 et ALKS et
favorisant la réponse au TG@¥Fvia Smad2/3 (Chen Y. G. 2007), elle fut ensuiterite
comme interagissant avec la voie des BMPs et nibm de TGF$ (figure 37)(Shi W. 2007).

Si des études confirment ce rble, endofine setars d'équivalent de SARA pour la voie

BMP.
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Figure 38 : Schématisation des deux voies Smads.

A : Voie dite du TGH3 avec phosphorylation de Smad2/3.

B : Voie dite des BMPs avec phosphorylation de Srita81

C : Particularité d'ALK5 capable de phosphorylettdarent les Smads de la voie du TBF-
mais aussi de phosphoryler faiblement Smad1.

D : Particularité d'ALK1 capable de phosphoryleitdéarent les Smads de la voie des BMPs
mais aussi de phosphoryler faiblement Smad2.



D'autres partenaires cytoplasmiques ont été démitane Disabled-2 (Hocevar B. A. 2001),
Dok-1 (Yamakawa N. 2002), I'axine (Furuhashi M. PQOELF B-spectrine (Tang Y. 2003).
Les protéines TRAPL et TLP interagissent avec déespteurs et facilitent la formation des
complexes Smad2 ou Smad3/Smad4 (Wurthner J. U.)d@@lici A. 2003). Enfin, CD44,
une protéine transmembranaire, a été décrite copmmeant recruter Smadl a proximité des
récepteurgfigure 37)(Peterson R. S. 2004).

Concernant la complexation des Smads a l'étal,bBse@d2 a été trouvée sous une
forme monomerique uniquement, alors que Smad3 etd8mpeuvent former des
homotrimeres (Jayaraman L. 2000). Cependant, skasilsnonomeéres peuvent étre exportés

du noyau vers le cytoplasme (Chen H. B. 2005).

Activation des R-Smads par phosphorylation et ofi§asation

Les R-Smads sont directement phosphorylées suddax sérines de leur domaine
SXS (extrémité C-terminale) par les récepteursyde i activégfigure 36) Deux voies sont
alors distingables : la voie dite du T@Fet la voie des BMPs. En effet, les sept récepteers
types 1 ne sont pas capables de phosphoryler mes RiSmads (Kretzschmar M. 1997b)
(Macias-Silva M. 1996). Les récepteurs ALK4 (réeeptde I'activine), ALK5 (appelé aussi
TBR1, récepteur du TGP} et ALK7 (récepteur de nodal) phosphorylent Smati&mad3.
Par contre les récepteurs des BMPs (ALK1, ALK2, AL .KALK6) phosphorylent Smadl,
Smad5 et Smad8 (également appelée Sméaf))re 38A-B) La spécificité des substrats
aboutissant a la division de la voie Smad en deardhes est due a des variations mineures
dans les séquences d'acides aminés au nivealbdadi L45 du récepteur de type 1, et dans
la boucle L3 du motif MH2 des R-Smads (Chen Y. @98). Cependant, deux travaux
montrent que ALKS peut phosphoryler les Smads deoia des BMPs (Liu I. M. 2009)
(Wrighton K. H. 2009b). TGEB-induit alors une phosphorylation de Smadl, maimdriéere
tardive et transitoire par rapport a la phosphoigfade Smad3 en réponse a TGlBu de
Smadl en réponse aux BM#gure 38C)(Wrighton K. H. 2009b). Inversement, BMP9 peut
via son récepteur ALK1 phosphoryler Smad2 dansagdlsiles endothéliales, en plus des
Smads de la voie des BMPs (Upton P. D. 2009). laspiorylation de Smad2 par ALK1 est

cependant faible et nécessite des doses plus iampest de BMP9 que pour la
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Figure 39 : Structure cristallographique de complexes trimériqes de Smads.
A : Complexe de deux P-Smad2 (en bleu et violety 8mead4 (en vert).

B : Complexe de deux P-Smad3 (en bleu et violety 8read4 (en vert).
D'apres (Chacko B. M. 2004).



phosphorylation de Smadl(&gure 38D) L'ensemble de ces travaux montrent néanmoins
gue la séparation des deux voies Smad n'est @dsn@nt stricte.

La phosphorylation de Smad2/3 sur le motif SXSal#kse I'association de la Smad
avec SARA, entrainant la libération de la Smad phosylée (que je noterai P-Smad) et
I'exposition de la NLS (Xu L. 2000).

Les P-Smads libérées dans le cytoplasme peuvanst sibligomériser. La structure de
P-Smad2 a permis d'expliquer le mécanisme moléeuti® la formation de I'hnomotrimere
mais aussi de la liaison R-Smad/Smad4 (Wu J. W1PR0[es sérines phosphorylées pouvant
interagir avec quatre acides aminés du domaine phHd2ents chez Smad2 et Smdfigure
39). La phosphorylation des R-Smads apparait alorspedsable a la formation d'un homo-
ou d'un hétéro-complexe stable. La stcechiométricade complexes a été deébattue. Les
complexes dont l'activité est la plus forte sonimposés de deux P-R-Smads identiques
couplées a une Smad4 (Chacko B. M. 2001) (Qin B20Q1). Cependant, P-Smad2 peut
aussi former un homotrimere (Wu J. W. 2001). Leer8e ces homotrimeres est inconnu
puisque seuls des complexes avec Smad4 sont trawédsveau endogéne et toutes les
expériences dimmunoprécipitation de chromatinenoontré la présence de Smad4 couplée
au P-R-Smad (Massague J. 2005). Il a été ausséstigg'un hétérodimeéere P-R-Smad/Smad4
pouvait étre actif pour la transcription de ceagenes (Inman G. J. 2002a). Cependant, le
modele le plus accepté et le plus soutenu pariswibographies et les immunoprécipitations
est celui d'un hétérotrimére P-R-Smad/P-R-Smad/8mbidtons juste que deux récentes
études montrent un effet de P-Smad1/5 sur la maiardes MicroRNA par une interaction
avec DROSHA (Davis B. N. 2008) (Davis B. N. 2010gtte action est Smad4 indépendante
et pourrait donc étre réalisée par un homotrimere-@R-Smad.

L'hétérotrimere ainsi formé doit alors transitersvle noyau afin de pouvoir activer la
transcription de génes cibles. Les différents miéoages de transport des Smads au travers de
la membrane nucléaire ont déja été présentés. ulegrsmrai juste que limportation du
complexe contenant P-Smad2 ou P-Smad3 peut se gairanteraction directe avec les
nucléoporines (Chen H. B. 2005) ou par lintermiéeli@'importines (Kurisaki A. 2001),
comme pour ['état basal des Smads. La vitesse afiatpn des hétérotriméres semble
comparable a la vitesse d'importation des R-Sm&ithnjierer B. 2005). Par contre,
I'exportation n'étant possible qu'a I'état monom#gj I'hétérotrimere ne peut plus sortir du

noyau ce qui provoque son accumulation dans cel(@en H. B. 2005).
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Effet transcriptionnel des Smads.

L'hétérotrimére peut lier I'ADN via les domainesHM des Smads. Cependant,
I'affinité des Smads pour I'ADN est trop faible poune action sans partenaire.

L'hétérotrimere nécessite la présence de cofacpewnslier I'ADN avec une forte affinité.

Le domaine de liaison des Smads sur I'ADN esthaelep du domaine MH1. Cette
boucle est commune a l'ensemble des R-Smads emdeldSet ne confere donc pas de
spécificité aux différentes voies des Smads (ShL98). Seul le transcript le plus fréquent
de Smad2, qui possede un insert a proximité delglbf, ne peut pas lier 'ADN (Shi Y.
1998). Le rble de ce transcript est inconnu puikgah seulement n'inhibe pas la réponse au
TGF$ mais la transduit. La séquence consensus indialgaison des Smads sur I'ADN est :
5-GTCTAGAC-3' (Zawel L. 1998). Plus tard, il a é®ntré que la partie 5'-GTCT-3' ou son
complémentaire 5-AGAC-3' était suffisant pour lles Smads. Ces séquences s'appellent
SBE pour Smad Binding Element (Shi Y. 1998). Lapplti des promoteurs des génes régulés
par les Smads contiennent une ou plusieurs SBHialson du domaine MH1 sur I'ADN
tolere une certaine flexibilité de la séquenceamwhent concernant le second nucléotide du
SBE précédemment cité, puisque ce nucléotide nietd pas dans la liaison des Smads (Shi
Y. 1998). Les R-Smads, et plus particulierement3esads de la voie des BMPs, peuvent
aussi lier des séquences riches en GC (5-GCCGnE)J&im J. 1997) (Xu X. 1998). Ainsi,
différentes constructions ont été réalisées arpdgtices séquences CONsSensus pour pouvoir
suivre l'activation d'un des deux voies Smad spgmment ou des deux voies Smad. La
séquence BRE (BMP Responsive Element) est paulisomposée de deux séquences SBE
et d'une séquence riche en GC qui lui confere paeificité pour la voie des BMPs (Katagiri
T. 2002) (Lopez-Rovira T. 2002).

L'hétérotrimere de Smads doit recruter des cafiasteCes cofacteurs permettent de
réguler la réponse aux Smads sur quatre paraméggxemier parameétre est la spécificité
des génes cibles. Le complexe P-R-Smads/Smad4t€ofac nécessite les séquences
appropriées avec une distance et une orientatimeates sur les promoteurs cibles. Sur les
centaines de promoteurs qui contiennent les SBHEs peu auront les séquences nécessaires a
la liaison du complexe. Le second niveau de rémguiadst la spécificité des voies Smad. En
effet, certains cofacteurs peuvent lier les comgdexontenant P-Smad1/5/8, tandis que
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Figure 40 : Interférences entre la voie Smad et didres voies de signalisation.

Dans les cellules épithéliales, la voie Smad ind@it, facteur de transcription qui s'associe a
Smad pour induire le gémmi-1. Dans les lymphocytes B, lI'immunoglobulineest induite
par un complexe Smad/CBFA3, avec CBFA3 elle-méndeita par la voie Smad. Dans les
ostéoblastes Smadl induit CBFAl et ensemble cedé€ipes induisent des genes
ostéogéniques. Enfin, dans le développement du p&nSmad2 induit Mixer. Xtwn est
induit par Smad2 en coopération avec Wnt. SmadZeMet Xtwn activent alors le géne
goosecoideD'aprés (Massague J. 2000).



d'autres lieront les complexes contenant P-Smad&8.différences permettent de distinguer
les réponses de la voie T@Fede celles de la voie BMP. La spécificité cellidaiest la
troisieme régulation. En fonction des cofacteurpriexés par la cellule, les réponses a un
méme ligand peuvent varier. Enfin, l'effet trangtannel des Smads (activateur ou
répresseur) est dicté par les cofacteurs. Les tefexcpeuvent suffire a induire une réponse
transcriptionnelle apres liaison aux Smads, maiss dartains cas des coactivateurs ou des
corépresseurs supplémentaires sont nécessairesg@las]. 2005).

Ces cofacteurs peuvent étre induits ou activédjaartres voies de signalisation. Par
exemple, la voie Writtcatenine interagit avec la voie du TGFen formant un complexe
B-caténine/Smad4. Ce complexe induit alors XTwn egeécessaire au développement chez
Xenopugfigure 40)(Nishita M. 2000).

Terminaison de la signalisation Smad

Inman et collaborateurs ont montré en 2002 quedmtien de l'activité des récepteurs
dans le temps était nécessaire pour la conservdgoiactivité de la voie Smad. Ainsi, en
traitant des cellules qui expriment ALK5 avec du FHE les auteurs observent une
phosphorylation de Smad2 des 10 mn, maximale &&&sn et qui se maintient pendant 5 h.
En ajoutant un inhibiteur d'’ALK5 (le SB-431542) eprl h de traitement au TGE-la
phosphorylation de Smad2 n'est plus détectable 8Gapnés I'addition de l'inhibiteur. Les
auteurs concluent donc a une phosphorylation itestales Smads, qui doivent étre
régulierement (re)phosphorylées par les récepeainges. De plus, les auteurs montrent dans
ce papier que les Smads une fois phosphoryléesughatent dans le noyau, mais qu'une
exportation vers le cytoplasme subsiste (Inman G.2QD2b). Ainsi, la présence de
phosphatases nucléaires qui désactiveraient les&iSen déphosphorylant leur queue SXS
est fortement suggérée. Ces phosphatases ont ré&rgreté identifieées, au moins en partie.
Un premier criblage de serine/thréonine phosphatas&é réalisé en testant I'activité de ces
enzymes a déphosphoryler Smad2/3. Pratiguementexpsrimentateurs ont coexprimé
Smad2/3, une forme d'ALK5 constitutivement actigeune des 39 phosphatases testées. |l
advient alors que PPM1A/PP2QCune phosphatase nucléaire, réduit le niveau 8enkd2/3
induit par ALK5. Une confirmation par interferenédRN de la forme endogene de cette
protéase a été réalisée, aboutissant a une phghlwr de Smad2/3 plus durable dans le
noyau (Lin X. 2006). Cette méme phosphatase a étérgde comme active sur P-Smad1/5/8
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Figure 41 : Modes d'action des I-Smads.

La stimulation de la voie Smad induit I'expressies |-Smads. Les I-Smads agissent en
retrocontrble négatif sur la voie Smad par diffésemécanismes. D'aprés (Miyazono K.
2010).



(Duan X. 2006). D'autres protéases ont été idépesficomme MTMR4 (myotubularin-related
protein 4), qui déphosphoryle P-Smad2/3 au nivesuahdosomes primaires, inhibant ainsi
leur translocation nucléaire (Yu J. 2010). EnfilCPs1/2/3 (Small C-terminal domain
Phosphatase, enzyme nucléaire) (Knockaert M. 2@d6[PDP (Pyruvate Dehydrogenase
Phosphatase) (Chen H. B. 2006) ont une activit&piatase sur P-Smad1l.

La phosphorylation des récepteurs peut ausslé&tible de phosphatases. Ainsi RP1
peut déphosphoryler ALKS5 via l'intervation de la &iinhibitrice Smad7 (Shi W. 2004). Les
récepteurs de type 1 de la voie des BMPs sont aessibles a des phosphatases, comme
Dullard (Satow R. 2006). Les auteurs montrent quéladd induit la dégradation des
récepteurs de type 1 et de type 2, aprés déphodation, par le protéasome.

Les Smads inhibitrices (I-Smads) permettent alesiét de la signalisatioffigure
41). Elles sont au nombre de deux : Smad6 et Smad@d&weible préférentiellement la voie
BMP (Smad1l/5/8) (Imamura T. 1997) (Hata A. 1998pdis que Smad7 agit sur les deux
voies (BMP et TGH) (Hayashi H. 1997) (Nakao A. 1997). Les |-Smads$ plusieurs
meécanismes d'action. Au niveau basal, les I-Smanlsraicléaires. Une stimulation au TGF-
entraine une exportation de Smad7 vers le cytogastia membrane plasmique (ltoh S.
1998). Cette exportation est due a la liaison dadshavec Smurf2, une E3 ubiquitine ligase
(Kavsak P. 2000). Un complexe similaire Smad6/muBl est aussi formé dans le noyau.
Les complexes Smurf - Smad7 peuvent alors cibler récepteurs activés et entrainer
l'ubiquitinylation des récepteurs et de Smad7, tibsant a une dégradation par le protéasome
ou les lysosomes (Kavsak P. 2000) (Suzuki C. 2002)ma Y. 2003). Les complexes avec
Smurfl ciblent les récepteurs de la voie BMP (MarakG. 2003). Notons aussi que Smurfl
et 2 liées a Smad7 peuvent induire la dégrada@8rdad4 (Moren A. 2005). Smurfl cible
aussi Smad1/5 (Zhu H. 1999) et Smurf2 cible Smd@XI(5n X. 2000). Les I-Smads peuvent
aussi agir en entrant en compétition avec les ReSpsit au niveau des récepteurs, soit pour
la liaison avec Smad4. Ainsi P-Smadl peut formecomplexe avec Smad6 a la place de
Smad4, aboutissant a un complexe inactif (Hata9®8)L Smad7 lie par son domaine MH2
les récepteurs de type 1 activé et empéche amusivation des R-Smads (Hayashi H. 1997)
(Nakao A. 1997). Notons que l'expression de Smatiinduite par TGH, l'activine et les
BMPs (Nakao A. 1997) (Ishisaki A. 1998) (Benchab&he2003) et celle de Smad6 par les
BMPs (Afrakhte M. 1998) (Ishida W. 2000), ce quimtre bien le role des I-Smads dans la

régulation et I'arrét de la signalisation Smadrptmocontréle négatif.
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Figure 42 : Sites de phosphorylation des Smads.
SCP : Small C-terminal Domain Phosphatases, phtegd® qui déphosphorylent certains
sites des Smads. DNA : site de fixation a I'ADNafpés (Wrighton K. H. 2009a).



Régulateurs de la voie Smad

Plusieurs modifications post-traductionnelles @&mwads régulent l'activité de ces

derniéres.

Je vais commencer par présenter les phosphomsatiégulatrices de l'activité des
Smads. En plus du site de phosphorylation du doendiH2 des Smads par les récepteurs de
type 1, les Smads peuvent étre phosphorylées autreb sites dans la région "linkéfigure
42). Ainsi, Erk-1 et Erk-2 phosphorylent Smad1/2/3 glda région "linker" ce qui diminue
'accumulation nucléaire de ces Smads et donc #mivité (Kretzschmar M. 1997a)
(Kretzschmar M. 1999). Cependant, la phosphorytatle ces Smads par Erk a été décrite
comme augmentant l'activité transcriptionnelle pautres études (Hayashida T. 2003).
Smad3 peut aussi étre phosphorylée par les CDKIi(CRependant Kinase) (Matsuura |I.
2004), ou encore Smad2 par les CamKZ{@ad calModulin-dependant Kinase 2) (Wicks S.
J. 2000). Ces phosphorylations diminuent l'actidies Smads. Les séquences de la région
“linker" étant peu conservées entre les R-Smadsphe@sphorylations de ces régions par les
différentes voies de signalisation peuvent permetie moduler finement les voies Smad
individuellement. La protéine GSR3IGlycogen Synthase Kinas@)3phosphoryle la région
"linker" de Smad1l et Smad3, ce qui induit leur ctaration avec Smurfl et leur dégradation
(Sapkota G. 2007) (Fuentealba L. C. 2007) (Guo0082.

Une autre modification post-traductionnelle altdee réponse des Smads : la
sumoylation. Cette modification est proche de tuliinylation, avec I'ajout d'un groupement
SUMO (Small Ubiquitin-related Modifier protein) ata été décrite que pour Smad4. La E3
SUMO ligase PIAS sumoyle Smad4 sur la lysine 1%3ja;ms une moindre mesure sur la
lysine 113 (Lee P. S. 2003). Cette sumoylationaegfmentée par la voie p38 MAPK en
réponse au TGB-(Ohshima T. 2003). Le rble de cette sumoylatidrpes clair. En effet, des
expériences de mutagenese tendent a montrer uneeatggion de la stabilité de Smad4 lors
de la mutation des sites de sumoylation. Etant élogne ces sites peuvent aussi étre
ubiquitinylés et donc servir a la dégradation dea&m il est impossible de conclure a un effet
de la sumoylation seule sur Smad4. L'activité wepsonnelle de Smad4 sumoylée est aussi
débattue, certains groupes montrant une augmemtdéda localisation nucléaire et de son
activité transcriptionnelle pour Smad4 sumoyléea (Xi 2003), alors que d'autres groupes ont
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montré une augmentation de l'activité transcriptedle pour les Smad4 mutées sur les sites
de sumoylation (Long J. 2004).

L'ubiquitinylation des Smads par les Smurfs apgésentée dans la partie précéedente.
Je voudrais juste rajouter que d'autres E3 ubiiigases permettent l'ubiquitinylation des
Smads, comme CHIP (C-terminus of Hsc70 Interadirggein) qui permet la dégradation de
Smad3 (Xin H. 2005) ou encore Tiull/WWP1 pour Sm&f2o S. R. 2004) (Komuro A.
2004).

Enfin, I'acétylation des Smads modifie leur atéivainsi que leur ubiquitinylation.
Smad7 peut-étre acétylée par p300, une protéinkaire, sur deux résidus lysine (K60 et
K70), résidus ubiquitinylables. Cette acétylatiomp&che Smurf d'ubiquitinyler Smad?7.
Smad7 acétylée est retenue dans le noyau (Grolro@602). SIRT1 déacetyle Smad7, ce
qui entraine son exportation vers le cytoplasnygeanet aussi son ubiquitinylation (Kume S.
2007). CBP (CREB Binding Protein) et p300 acétyléntad2/3 avec des conséquences sur

I'activité de ces Smads (Inoue Y. 2007).

2.3.2 Les voies de signalisation Smad-indépendantes

La signalisation des membres de la famille du P&st supportée par une multitude
de signaux intracellulaires en plus de la voie Sn@ds voies non canoniques, Smad-
indépendantes, sont activées directement par tepteurs liant un ligand et modulent les
réponses cellulaires. Ces voies incluent les vdess MAPKSs, des protéines GTPases, ou

encore la voie PI3K/Akt.

Les voies des MAP kinases

La voie des MAPKs est une cascade de trois pregékinases partant d'une MAP
kinase kinase kinase (ou MAPKKK ou MAP3K), qui aetiune MAP kinase kinase
(MAPKK), activant & son tour une MAP kinase (MAPK)es protéines kinases interviennent
dans de nombreux processus biologiques et songéastipar de multiples stimuli. Il existe
trois sous-familles de MAPK : Erk (Extracellulagsal-Regulated Kinases), JNK (c-Jun N-

terminal kinases) et p38.
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Figure 43 : Activation des voies Smad-indépendantgmr TGF-p — 1°° partie

Activation des MAP kinases par le TGF-

A : Activation de la voie Erk par TGE- TGFf peut induire la phosphorylation de Shc par
ALKS5 sur des résidus tyrosines. Shc phosphorylémite alors Grb2/Sos et active la voie Erk
par l'intermédiaire de Ras, Raf et de la cascaddAle kinases qui s'en suit. Erk peut inhiber
la voie Smad en phosphorylant la "région lien" BeSmads, et peut réguler I'expression de
géenes impliqués dans I'EMT par l'intermédiaireatgdurs de transcription en aval de Erk.

B : Activation de la voie JNK/p38 par TGF-ALKS5 interagit avec TRAF-6 qui subit alors
une Lys-63 ubiquitinylation. TRAF-6 ainsi activéecrute TAK1, ainsi que TAB1 et 2
(TAK1 Binding protein). Ce complexe active alors Moies JNK et p38. Ces voies régulent
I'apoptose et 'TEMT. JNK peut aussi réguler la \®mead en phosphorylant les R-Smads.
D'apres (Zhang Y. E. 2009).




La premiere preuve d'une activation de la voie MARr TGF$ a été I'observation
de l'activation rapide de Ras dans des celluldb@fles du rat (Mulder K. M. 1992) (Yan Z.
1994). Ras est une petite protéine G membranaireacfive Raf, une autre protéine G
cytoplasmique activatrice des MAP3Kiggure 43A) L'activation de Erk par TGB-fut alors
confirmée dans plusieurs types de cellule (HartsddgT. 1995) (Frey R. S. 1997b) (Mucsi
[. 1996). L'activation de Ras ne se fait pas deent par ALK5 mais par l'intermédiaire d'un
complexe ShcA/Grb2/Sos. ShcA est directement aetpar ALKS par phosphorylation sur
des résidus sérine et tyrosine (bien que ALK5 maitcipalement une sérine/thréonine kinase)
(Lee M. K. 2007). Cette voie Erk est impliquée dengansition épithélial-mésenchymateuse
(EMT) induite par TGH (Thiery J. P. 2003) (Lee J. M. 2006). Notons emfure Erk peut
phosphoryler les Smads sur la région "linker", lnamt ainsi leur activité transcriptionnelle
(figure 42)(Kretzschmar M. 1999).

TGFf peut aussi activer les voies JNK (Frey R. S. 1p9Emgel M. E. 1999)
(Hocevar B. A. 1999) et p38 (Hanafusa H. 1999) (5¥n1999) (Bhowmick N. A. 2001b)
(Yu L. 2002) via la MAP3K TAK-1 (TGH-Activated Kinase 1) (Yamaguchi K. 1995).
ALK5 active TAK-1 via TRAF-6 (TNF Receptor Assocat Factors-6)(figure 43B)
(Sorrentino A. 2008) (Yamashita M. 2008). TRAF6 ese E3 ubiquitine ligase capable de
lier ALK5 et ALK6 (Sorrentino A. 2008). Lorsque T&@Fou des BMPs lient ALK5 ou
ALK®G6, la formation du complexe de récepteurs perdaetdimérisation de TRAF6 qui
s'ubiquitinyle alors, ce qui l'active (Sorrentino 2008) (Yamashita M. 2008). TRAF6 activée
ubiquitinyle a son tour TAK1 (Sorrentino A. 2008)jagmashita M. 2008). L'ubiquitinylation
de TRAF6 et TAK1 est une Lys-63 ubiquitinylationo(gntino A. 2008) (Yamashita M.
2008) qui n'induit pas la dégradation de la pr@&gimontrairement a une Lys-48
ubiquitinylation, mais intervient dans l'interactiaes protéines (Haglund K. 2005). TAK1
ubiquitinylée devient active et s'autophosphorylgispphosphoryle MKK4 et MKK3/6
activateurs respectivement de JNK et ii@ure 43B)(Zhang Y. E. 2009). La nécessité de
I'activité kinase d'ALK5 pour l'activation de TRAHBKL1 n'est pas clairement définie,
puisque deux travaux de 2008 aboutissent a dewkatsopposeés, I'un mettant en avant la
nécessité de l'activité kinase d'ALK5 pour 'adiiwa de TRAF6 (Yamashita M. 2008), I'autre
concluant a son inutilité (Sorrentino A. 2008). ld&six équipes ayant réalisé des expériences
tres similaires dans les mémes cellules (HEK293)sti tres difficile de les départager. Les
voies JNK et p38 sont aussi impliquées dans I'EMiUite par TGH (Yamashita M. 2008).
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Figure 44 : Activation des voies Smad-indépendantes par TGB— 2™ partie.

A : Activation des voies des petites protéines GlparGFf. ALK5 peut activer RhoA de
maniére dépendante et indépendante des Smads. iRHoA les fibres de stress d'actine
pendant 'TEMT. TGH peut dissoudre les jonctions serrées en recr@dod2 au niveau des

complexes de récepteurs et en induisant la dégpad#t RhoA via Par6/Smurfl.

B : Activation de la voie PI3K/Akt par TGE- L'activation de la PI3K par ALK5 active la
cascade Akt/mTOR/S6K. Cette voie est impliquéee dde&IT. A noter que TGH peut
inhiber S6K via PP2A mais que S6K peut inhiberdg&evSmad3 en séquestrant Smad3 dans
le cytoplasme et en inhibant FoxO, facteur de tnapson qui interagit avec la voie Smad.

D'aprés (Zhang Y. E. 2009).



Les petites protéines G de type Rho

Les protéines GTPases comme RhoA, Rac et Cdc4&hfjawn réle dans le contrble
dynamique du cytosquelette, la mobilité cellul@tdexpression de genes.

TGF- active rapidement RhoA, ce qui induit la formatamfibres de stress et 'EMT
(figure 44A) (Bhowmick N. A. 2001a) (Edlund S. 2002). Cependd@F{} induit aussi une
régulation négative de RhoA au niveau des jonctieagées des cellules épithéliales
polarisées. Par-6, une protéine échafaudage peédans ces cellules, interagit avec ALK5 au
niveau des jonctions serrées. Lors de la stimulgter TGFB, ALK5 phosphoryle Par-6 qui
recrute alors Smurfl. Le complexe Par-6/Smurfl wikbiyle RhoA (figure 44A) La
dégradation de RhoA induit la dissolution des jmnrt serrées, et donc 'EMT (Ozdamar B.
2005) (Gao L. 2002). TGB-a donc un effet double sur RhoA.

TGFf peut aussi activer Cdc42 GTPase qui agit surdestipns serrées par une
action sur I'occludine (Barrios-Rodiles M. 2005).

Concernant la signalisation des BMPs, LIM kinaggdMK-1) est liée par BMPR2 et
est activée par la voie des BMPs. Cette activatemuiert Cdc42 et induit un changement
dans le cytosquelette (Foletta V. C. 2003) (LeefktteS. T. 2004).

La voie PI3K/Akt

La PI3K (Phosphatidyl Inositol 3-phosphate Kinass) capable de phosphoryler le
PIP2 (Phosphatidyl Inositol biPhosphate) en PIPBKR (Phosphoinositide Dependent
Kinase-1), qui lie PIP3, peut alors phosphoryleit &dui lie aussi PIP3), qui devient alors
active.

TGF induit une rapide phosphorylation d'Akt, indépamdade Smad2/3figure
44B) (Wilkes M. C. 2005). BR2 lie p85, l'unité régulatrice de PI3K, qui edivge lors de la
stimulation de TGH (Yi J. Y. 2005). Cependant, TGF+égule négativement la voie
PISK/AKT par l'expression SMAD-dépendante de SHIlme lipide phosphatase qui
déphosphoryle le PIP3 en PIP2 (Valderrama-Carvhj@i002). L'induction de la voie Akt par
TGF est donc transitoire. D'un autre coté Akt actiie&mad3 et empéche son importation
dans le noyau, inhibant ainsi la voie Smad (CoreriR. 2004) (Remy I. 2004). De plus, Akt

phophoryle FoxO, un facteur de transcription indrsgable a I'inhibiton de la prolifération par
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Figure 45 : Déterminisme des voies de signalisation

A : Les complexes de récepteurs des BMPs formést dadraison du ligand (PFC) sont
endocytés par puits de clathrine et signalisenigpabie Smad. Les complexes de récepteurs
des BMPs formés apres la liaison du ligand sons diemradeaux lipidiques et sont endocytés
par cavéole et signalisent par les voies indépdpdates Smads.

B : Les récepteurs du TGFendocytés par puits de clathrine signalisent @aroie Smad.
Les récepteurs du TGFendocytés par caveoline sont destinés a étre diggyau signalisent
par la voie PI3K/AKkt.

D'aprés (Di Guglielmo G. M. 2003).



TGF (inhibition Smad-dépendante). FoxO phosphoryléd pa localisation nucléaire et ne
peut plus induire la transcription des genes d'auéycle cellulaire avec P-Smad2/3 (Seoane
J. 2004) (Gomis R. R. 2006). Enfin, la voie mToraflmalian Target Of Rapamycin), qui est
activée par Akt, est impliquée dans I'EMT induite pGF$ (Lamouille S. 2007).

2.3.3 Déterminisme des voies de signalisation

Au vue de la variété des voies de signalisatioradémdépendantes activees par la
famille TGF{ et des interactions entre ces voies et la voiedSmaus comprenons la grande
variété de réponses des différents types cellglairan méme stimulus. Une compréhension
des mécanismes qui induisent les différentes \aseslonc fondamentale pour pouvoir mieux
comprendre cette diversité de réponse des cellules.

Comme je l'ai déja présenté précédemment, il exdstux modes d'endocytose des
récepteurs de la famille TGF: un mode par puits de clathrine et un mode pa¢éaae. Ces
modes d'endocytose pourraient étre a l'origine lhixcde transduction du signal, Smad-
dépendante ou indépendante. En effet, les travauX. kknaus montrent une activation de la
voie Smad pour les récepteurs internalisés papdies de clathrine, alors que les voies non-
Smad, responsables entre autre de l'inductioratitaline phosphatase par les BMPs, seraient
activées par les récepteurs internalisés dansatesaux lipidiquegfigure 45A) De plus, le
mode d'internalisation dépendrait du mode de faonaes complexes des récepteurs. Les
complexes formés avant la liaison du ligand (PFR&aient associes aux puits de clathrine,
alors que ceux formés lors de la liaison du ligaediient dans les radeaux lipidiqggure
45A) (Nohe A. 2002) (Hartung A. 2006). Concernant Esepteurs du TGB; une déplétion
en potassium, qui blogue I'endocytose par puitldthrine, réduit la phosphorylation de
Smad2 par TGP (Hayes S. 2002), alors que la déplétion en chalelstinduite par
l'utilisation de Nystatin, augmente la réponse Ra@&2ndu TGH3 (Di Guglielmo G. M. 2003).
Ceci montre bien que la voie Smad est activée gmardcepteurs présents dans les puits de
clathrine(figure 45B) De plus, une interaction entre Smad7, Smurfrédespteurs du TGB-
et cavéoline-1 (présente dans les radeaux lipidigaeété rapportée. Ainsi, les récepteurs
présents dans les radeaux lipidiques seraientndsst étre dégradd§gure 45B) (Di
Guglielmo G. M. 2003). Cependant, l'induction dwqmllagéne | par TGB-via la voie
PI3K/Akt est dépendante de cavéoline-1, ce quiinoefla possibilité d'une signalisation

Smad-dépendante dans les puits de clathrine et -Brdépgendante dans les radeaux
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lipidiques (figure 45B) (Kim S. 2008). Certaines protéines peuvent modifedistribution
des récepteurs dans ces deux "zones" de la memptasmique. L'interleukine-6 (IL-6)
(Zzhang X. L. 2005) et ADAM-12 (A Disintegrin And Neloproteinase-12) (Seals D. F.
2003) peuvent diminuer le nombre de récepteurs tEmnsadeaux lipidiques au profit des
puits de clathrine. Ce déplacement a pour effetgdteenter I'activation de la voie Smad en
réponse au TGB: Inversement, deux polysaccharides, I'hépararfatsu[Chen C. L. 2006)
et le hyaluronane (Ito T. 2004), augmentent le memile récepteurs dans les radeaux
lipidiques et atténuent la réponse au TiHR-e fait que des molécules puissent déplacer le
ratio de récepteurs dans les puits de clathrinag@port a ceux dans les radeaux lipidiques
s'oppose a la théorie des complexes de réceptadfsmés dans le réticulum endoplasmique
avant la liaison du ligand et siégeant dans lesspde clathrine face aux complexes de

récepteurs formes lors de la liaison du ligandiseau des radeaux lipidiques.

2.4Les régulateurs de l'activation des récepteurs

L'activité des ligands de la famille du T@Fpeut-étre finement régulée a plusieurs
niveaux : par une action sur le ligand, par un@adur les récepteurs, par une action sur les
Smads et enfin par une action sur les cofacteursamscription interagissant avec les P-

Smads. Je vais présenter brievement ici les pangipégulateurs de la voie TGE-

2.4.1 Les régulations liant des ligands

Les ligands de la famille du TGFsont sécrétés et agissent sur leur récepteur de
maniere autocrine, paracrine, voire méme endocpoar les ligands circulants. Leur
signalisation peut étre régulée par une variétgrogeines liant ces ligands ou entrant en
compétition avec ces ligands pour la liaison awepéeurs. Les antagonistes extracellulaires
des BMPs, qui agissent par liaison sur ces derrserst caractérisés par un noeud cysteique
(comme pour les ligands). Cing sous-groupes ontdétgits : la noggine, la famille de la
chordine, la Tsg (twisted gastrulation), la familan, et enfin la famille de la follistatine.
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Figure 46 : Structure cristallographique du complexe BMP7 (en keu)/Noggine (en
violet).
D'apres (Groppe J. 2002).



La noggine

Dans la gastrula, les tissus de I'embryon ne pastdéterminés, excepté la partie
antérieure de la levre dorsale du blastopore. €3 test capable d'induire la formation d'un
autre axe dorsal/ventral. Cette région, découvgrée Hans Spemann, est nommeée
l'organisateur de Spemann. La noggine a été laiprerprotéine sécrétée par cette région
identifiée. Elle lie avec une grande affinité eibe BMP2 et BMP4, et dans une moindre
mesure BMP7 (Zimmerman L. B. 1996). La résolutioncdmplexe BMP7/noggine, premier
cristal d'un antagoniste des BMPs, a révélée unetate de la noggine conforme a celle des
membres de la famille TGF-(figure 46) Cependant, les "doigts" de la noggine sont plus
longs que ceux des BMPs, et induisent une courbeseextrémités des BMPs, altérant les
domaines de liaison aux récepteurs (Groppe J. 20B&)ppe J. 2003). La liaison de la
noggine sur les cytokines de la famille T@Rpeut étre inhibée par la mutation d'un acide
aminé de la séquence. Ainsi, la mutation de |'agpae 445 de GDF5, retrouvée dans des cas
de syndrome de synostoses multiples, rend cettkiog resistante a la noggine alors que sa
forme sauvage est inhibée par la noggine (Seema2d0R). BMP9 et BMP10, naturellement
résistantes a la noggine, ne possedent pas d'gspmaréquivalente dans leur séquence
contrairement aux autres BMPs, ce qui expliqueatigpla résistance des ces deux BMPs a
la noggine (Seemann P. 2009). BMP6 est aussi aégisa la noggine, mais c'est la lysine 60
qui lui confere cette propriété (Song K. 2010).

La famille de la chordine

La chordine, découverte aussi dans l'organisateuiSpemann, lie exclusivement
BMP2, BMP4 et BMP7. La chordine inhibe ces BMPs, ismn8MP1 (une zinc
métalloprotéase) peut cliver la chordine, libéraimsi la BMP liée. Plusieurs protéines ont
des séquences voisines, et forment ainsi la fahdlé&a chordine. Parmi eux, notons BMPER
(BMP binding Endothelial cell precursor-derived RBlegor aussi appelé crossveinless-2).
Cette protéine peut avoir un effet inhibiteur oimsiateur de la voie des BMPs, bien
gu'aucune explication sur la détermination deibactie BMPER ne soit connue. En effet, la
surexpression de BMPER inhibe BMP4 (Moser M. 2008is l'inactivation de BMPER
entraine une baisse de la voie BMP (Conley C. A02(QRentzsch F. 2006).
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Figure 47
violet)/Follistatine (en orange et vert).

La follistatine bloque les sites de liaison detiaoe pour ses deux types de récepteurs.
D'apres (Thompson T. B. 2005).

. Structure cristallographique du complexe Activine €n bleu et



La Tsg

Cette protéine a un effet antagoniste et agonistées BMPs en fonction du contexte.
Ainsi, Tsg lie directement BMP2 ou BMP4 ou un coexgdl BMP/chordine, ce qui inhibe la
fonction de ces BMPs (Ross J. J. 2001). Cependagt,peut aussi aider au clivage de la
chordine par BMP1 et donc a l'action de la BMPrkieé(Oelgeschlager M. 2000) (Larrain J.
2001).

La famille Dan

La famille Dan (Differential screening-selectechge\berrative in Neuroblastoma) est
composée notamment de Gremlin, Cerberus, ou erfederostin. Les membres de cette
famille sont capables de lier les BMPs, méme ss tesa membres ne lient pas I'ensemble des
BMPs (Gremlin ne lie que BMP2/4/7 (Hsu D. R. 1998pur effet est inhibiteur sur la voie
BMP.

La famille de la follistatine

La follistatine est le premier antagoniste dedmifle TGF a avoir été identifie. Sa
premiére activité découverte fut son pouvoir inhibgur l'activine par liaison sur cette
derniere (Schneyer A. L. 1994). Depuis, un réladit@ur sur plusieurs BMPs (notamment
BMP4/5/6/7/15), et sur la myostatine (GDF8) a ééndntré (Otsuka F. 2001) (Glister C.
2004) (Sidis Y. 2006). La structure de la folligtatliée a I'activine a permis de découvrir les
acides aminés impliqués dans la liaison de lastalline sur les cytokineffigure 47)
(Thompson T. B. 2005) (Harrington A. E. 2006). Ajren analysant la conservation de ces
acides amines, les auteurs ont remarqué que BNAHI et 'inhibine possedent un acide
aminé supplémentaire dans une boucle nécessa@diaision de l'inhibine sur les ligands.
Cette insertion confére une conformation locals téérente, d'apres la structure de BMP9
(Brown M. A. 2005), de la conformation des autrédA%. Par conséquent, la follistatine ne
peut pas inhiber BMP9 (Harrington A. E. 2006). Xas protéines apparentées existent (les

follistatines like) formant la famille de la foltetine.
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2.4.2 Les compétiteurs de liaison sur les récepteurs

Il existe deux grands groupes d'antagonistes renéia compétition avec les ligands
pour la liaison aux récepteurs : les Leftys eirégbines.

Lefty-1 et Lefty-2 peuvent lier ActR2a et ActR2bhibant le signal de nodal ou de
I'activine (Schier A. F. 2003).

Les inhibines sont composées d'une chfjmeésente sous forme d’homodimére dans
les activines, et d'une chainequi leur est propre. Les inhibines lient le béagh (co-
récepteur pour l'activine), ce dernier leur perargtilors de lier les récepteurs de type 2 de

I'activine, et donc d'inhiber son signal (LewisAL.2000).

2.4.3 Les régulateurs liés a la membrane plasmique

Deux protéines homologues, DRAGON et RGMa/b/c (Repe Guidance Molecule),
sont liées a la membrane par un ancrage GPI (Gly&bssphatidyl Inositol). lls forment un
complexe avec les récepteurs de type 1 et augnelaeliaison de BMP2 et BMP4,
accroissant ainsi la réponse a ces BMPs (Samad 200%) (Babitt J. L. 2005) (Halbrooks P.
J. 2007).

La famille EGF-CFC (Epidermal Growth Factor — @oipFRL1, Cryptic domain) est
aussi une famille de protéine avec un ancrage GRichiotti G. 2000). Cripto, un des
membres de cette famille, est indispensable aglaabsation de nodal (Gritsman K. 1999),
mais inhibe la signalisation de l'activine (Grayd?2003) et du TGB-(Gray P. C. 2006).

2.4.4 Les régulateurs transmembranaires

BAMBI (BMP and Activin Membrane Bound Inhibitor) se une protéine
transmembranaire qui inhibe les voies du T e I'activine et de certaines BMPs. BAMBI
a une partie extracellulaire comparable aux réeceptde type 1 mais ne possede pas de
domaine kinase dans sa partie intracellulaire. BAigvient la formation de complexes de
récepteurs fonctionnels en interagissant avecdespteurs de type 1 (sauf ALK2) ou des
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Figure 48 : Structure cristallographique du complexe ALK5/FKBP12.
FKBP12 se lie sur la boite GS d'ALK5 non phosph@rye bloquant en forme inactive.

D'aprées (Huse M. 1999).



récepteurs de type 2 par son domaine intracelylarais ne lie pas TGfF-ou les BMPs
(Onichtchouk D. 1999).

Tomoreguline-1 est aussi transmembranaire et si@naction avec Cripto inhibe le
signal de nodal (Harms P. W. 2003). Cette protpa& aussi inhiber la voie de BMP2 par un
mécanisme inconnu a ce jour (Chang C. 2003).

2.4.5 Les régulateurs cytoplasmiques

La protéine FKBP12 interagit avec ALK5 dans a#ip intracellulaire, au niveau du
domaine GS phosphorylable paBR2. Cette protéine permet de garder un niveau de
signalisation d'ALK5 en l'absence du ligand trébléa et se détache du récepteur lors de la
liaison de TGR3 (figure 48)(Chen Y. G. 1997).

Dapper-2 interagit avec ALK4 et ALK5 au niveau dasdosomes et dirigent les
récepteurs vers les lysosomes ou ils sont dégf@tiésg L. 2004).

La cyclic guanosine 3',5'-monophosphate (cGMPeddpnt kinase 1 (cGKI) est
associée a BMPR2 et module la voie Smad. La liad®mBMP2 induit la dissociation de
cGKI de BMPR2. cGKIl est alors importée dans le moga elle s'associe avec Smadl et

augmente la réponse transcriptionnelle (Schwapp&h2009).

2.4.6 Les régulateurs nucléaires

Ski et Sno sont des protéines nucléaires quijaen les complexes R-Smad/Smad4,
inhibent les voies TGB-et BMP (Luo K. 2004). FoxG1, un facteur de tramqgon de la
famille Forkhead, lie les complexes Smad/FoxO itedyiar TG et inhibe leur action
(Seoane J. 2004). Enfin, DRAP-1 interagit avec Fhxkn facteur de transcription
indispensable a la signalisation de I'activineeehddal, et inhibe cette signalisation (Chen X.
1997).
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2.4.7 Les récepteurs solubles

Un nouveau niveau de régulation a été découveeméent avec le clivage du
domaine extracellulaire de récepteurs du TBGF-

Le domaine extracellulaire de I'endogline est\iédans le sang (Wang J. M. 1994).
Ce clivage est realisé par la protéase MMP-14 (MatietalloProteinase-14) (Hawinkels L.
J. 2010). Cette endogline soluble a un réle peerdéhé, mais ce clivage entraine une
diminution du taux de ce récepteur a la surface cddlslles (ce qui pourrait entrainer une
diminution de la signalisation BMP) et pourrait siuBer des ligands, inhibant ainsi leur
action.

Le domaine extracellulaire d'ALK5 est aussi cligéfte fois par ADAM-17. Cette
diminution du nombre de récepteurs a la surfack teembrane entraine une diminution de
la signalisation TGH-(Liu C. 2009).
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Partie 3 : La famille TGF- B dans le systeme cardiovasculaire

Les premieres preuves de limplication de memhieda famille TGH dans le
systeme vasculaire ont été lidentification de geresponsables de maladies vasculaires,
génes appartenant a la famille du TE@H-es études des invalidations de ces génes dans de
souris ont permis de confirmer l'implication deftamille dans I'établissement du systeme
cardiovasculaire et de mieux définir le réle desmiees impliqués. Je vais dans un premier
temps présenter les membres impliqués dans lesli@sl@asculaires chez I'hnomme, puis les
études d'invalidation de certains membres et Idfat sur le systeme vasculaire, et je
terminerai par un gros plan sur un récepteur denigre importance dans ce systeme
vasculaire : le récepteur de type 1 ALK1.

1. Les maladies vasculaires impliquant des membres de la famille
TGF-B

La premiere maladie génétique vasculaire ou licapbn de la famille TGH- a été
démontrée est la maladie de Rendu-Osler appelée S pour Hereditary Hemorrhagic
Telangiectasia. Depuis deux autres maladies onidét#ifiées : I'hypertension pulmonaire

familiale, et le syndrome de Loeys-Dietz.

1.1Implication de la famille TG dans la maladie de Rendu-Osler

La maladie de Rendu-Osler sera développée enl détarieurement (Partie 4).
Brievement, cette maladie se caractérise par deplabies vasculaires, caractérisées par
I'apparition de télangiectasies au niveau des muspse des fistules artério-veineuses dans le
foie, les poumons, le systéme nerveux central étble digestif, et enfin par des épistaxis
(saignements de nez) particulierement abondantesn@breuses.

L'équipe de Douglas Marchuk a identifié les detirgipaux genes responsables de la
maladie. En 1994, I'endogline, un récepteur de 8/pest reconnue comme géne responsable
de la maladie de Rendu-Osler de type 1 (McAlligteA. 1994). Deux ans plus tard, le géne
pour le type 2 est identifié : il s'agit du réceptde type 1 ALK1 (Johnson D. W. 1996). Cette
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méme équipe a aussi identifié un troisieme géengoresmble de la maladie : Smad4 (Gallione
C. J. 2006). Les mutations ddACH-4 codant pour Smad4 qui sont responsables d'un
syndrome associant maladie de Rendu-Osler et psilypovénile sont cependant plus rares

que les mutations de I'endogline ou d'ALK1.

1.2 Implication de la famille TGH dans I'hypertension artérielle pulmonaire

familiale

L'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) seuagsa développée en détail plus loin
(Partie 4). Cette maladie se caractérise par umsstigction des artérioles pulmonaires
aboutissant a une augmentation de la pression is@ndans les poumons. En 2000, le géne
responsable pour 70 % des formes héréditaires @eétuvert. Il s'agit du récepteur de type 2
BMPR2 (Lane K. B. 2000). De plus, 20 % des perssratteintes d'une forme idiopathique
portent une mutation de ce géne (Machado R. D. )20B&cemment, des mutations
d’ACVRL1ont été impliguées dans l|'établissement de ladi@lgujiwara M. 2008). Un cas
d'HTAP a été décrit sur un patient porteur d'ung¢atimn non-sens d8mad8(Shintani M.
2009).

1.3Implication de la famille TGH-dans le syndrome de Loeys-Dietz

Le syndrome de Loeys-Dietz est une maladie prathsyndrome de Marfan. Parmi
les multiples symptdmes de la maladie, des maaiiests vasculaires aux conseguences
potentiellement mortelles existent. Ainsi un angwie aortiqgue ou des artéres avec risque de
dissection est possible, ainsi que des altératiesssalves aortiques. Ce syndrome récemment
découvert est di a des mutations des récepteulsGéf3 de type 1 (ALK5) ou de type 2
(TBR2) (Loeys B. L. 2005). Le mécanisme moléculairecette maladie est peu connu a ce

jour.
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Embryon de souris a E 9,5 Embryon de souris a E 8,5

Embryon de souris a E 11,5

Figure 49 : Développement embryonnaire du coeur deasris.

Axes A-P : antériopostérieur, D-V : dorsoventrakGD: droite gauche ; VG : Ventricule
Gauche, OD : Oreillette Droite.

Brievement, le tube cardiaque primitif se déforneerdaniere asymétrique. La division du
coeur en quatre chambres se fait par le développatiexeroissances intra-cardiaques, qui se
différencient ensuite en valves et septum. D'afivirman A. F. 2003).



2. Invalidation de genes de la famille du TGF- B et phénotypes

cardiovasculaires

Dans cette partie je développerai dans un pretamaps les invalidations des génes
qui ont une conséquence sur la formation du coaurdsumétableau ) puis ensuite les

invalidations qui ont une conséquence sur le systéamsculaire (en résunt@bleau 2

2.1Famille TGFf et formation cardiaque

Le cceur est le premier organe fonctionnel lors I'dmbryogenése. Il apparait
initialement comme deux primordia cardiagues gsidonent ensemble pour former le tube
cardiaque primitif. Ce tube est constitué d'un émélaum intérieur entouré d'une couche
externe : le myocarde. Entre les deux couchessgdrune couche de matrice extracellulaire
sécrétée par le myocarde appelée la gelée cardidgustade de développement suivant
consiste en la formation des cavités cardiaquesulhe cardiaque forme alors des tours et des
boucles qui aboutissent a la formation des or&skeet des ventricules primitiffigure 49)
L'endothélium subit alors une transition épithélr@senchymateuse et les cellules
envahissent la gelée cardiaque formant un coussiocardiaque. Les valves et le septum qui
vont diviser le coeur mature en quatre chambreseatérde ce coussin endocardiaque (Chang
H. 2002).

2.1.1 Invalidation de ligand et formation cardiaque

BMP2 fut le premier membre de la famille du T@GFRlont l'implication dans la
formation cardiaque a été identifiee. En effet 1686, l'invalidation de BMP2 a été montrée
comme létale avec des embryons sans cceur ou agemaéormations et un retard de
croissance cardiaque tres importants. BMP2 est dafispensable a la formation du tube
cardiaque primitif (Zhang H. 1996). L'invalidatiote BMP4, BMP voisine de BMP2,
spécifiguement dans les cardiomyocytes a permigndédre a jour le rble tardif mais
indispensable de BMP4 dans la formation du cceurefiet, I'invalidation de BMP4 étant

létale dans les stades précoces du développement'endryon, une invalidation
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Types de Modification génétique Phénotype Références
protéines
ciblées
Ligands Invalidation de BMP2 Létale — malformations cardiag/ importantes (Zhang H. 1996)
Invalidation de BMP4 dans lgsLétale — malformations cardiaques importantes (Kia2003)
cardiomyocytes (Liu W. 2004)
Invalidations de BMP5 et BMPT  Létales - malformasio  cardiaques (Solloway M. J.
cimportantes 1999)
Invalidations de BMP6 et BMP7 Létales — malformasicardiaques importantes  (Kim R. Y. 2001)
Invalidation de BMP10 Létale — hypoplasie cardiaque (Chen H. 2004)
Invalidation de TGH32 Létale a la naissance — défauts dans les valvegSanford L. P. 1997)
le septum cardiaques
Récepteurs Invalidation d'ALK3 dans les Létale — malformations cardiaques importantes (8iaus. 2002)
cardiomyocytes
Invalidation d'ALK2 dans les Létale — défauts dans les valves et le septuylivang J. 2005)
cellules endothéliales cardiaques
Expression d'une formelLétale — défauts d'enroulement du tybgharng M. J. 1998)
constitutivement active d'ALK5 cardiaque
dans le myocarde
Expression d'une formgLétale — malformations des valves et du sepiuidelot E. C. 2003)
dépourvue du site de fixation desardiaques
ligands de BMPR2
Invalidation d'ActR2B Létalité postnatale — malfation du septum (Oh S. P. 1997)
cardiaque
Invalidation de I'endogline Létale — élargissemdes ventricules et voies(Arthur H. M. 2000)
de sortie dilatées
Voie Smad Invalidation de Smad5 Létale — défaut d'enroulendertube cardiaque (Chang H. 2000)

Invalidation de Smad6

Mortalité précoce apres

laissaamce

— (Galvin K. M. 2000)

hyperplasie cardiaque et défauts des valves et du

septum

Invalidation de Smad4 dans led étale — malformations cardiaques importantes

cellules endothéliales

(YaR007)

Tableau 1 : Invalidation des génes de la famille TE&p et conséquence sur le développement

cardiaque.




conditionnelle a été nécessaire pour voir le r@deBMP4 dans la formation cardiaque. Il en
résulte un réle de BMP4 dans la formation du sempnés la formation du coussin auriculo-
ventriculaire. Cette invalidation conditionnelld &tale (Jiao K. 2003) (Liu W. 2004).

D'autres BMPs ont été montrées comme indispersahie formation du coeur. Ainsi,
BMP5, 6 et 7 participent au développement cardiatyjatons que les souris invalidées pour
un seul de ces genes n'‘ont aucun phénotype caed{gqgsley D. M. 1992) (Solloway M. J.
1998) (Dudley A. T. 1995) (Luo G. 1995). Par cone souris invalidées pour BMP5 et
BMP7 meurent a E 10.5 de multiples défauts cardiaglont un défaut dans I'établissement
des chambres cardiaques (Solloway M. J. 1999).n@frmations similaires sont trouvées
sur les souris invalidées pour BMP6 et BMP7 (KimYR2001).

BMP10 est aussi primordiale dans la formation ieauee. BMP10 est normalement
exprimée uniguement dans le myocarde du trabéceirigulaire de maniere transitoire
(entre E 9 et E 13.5) puis dans l'oreillette aipde E 12.5 (Neuhaus H. 1999). L'invalidation
de ce géne entraine des défauts cardiaques majparsir de E 9.5 et une mort des embryons
entre E 10 et E 10.5 suite a des malformationsiagues importantes. Les souris invalidées
BMP10 ont une hypoplasie cardiaque consécutiveediminution de la prolifération des
cardiomyocytes (Chen H. 2004). La méme équipe atmdodeux ans aprés que la
surexpression de BMP10 dans les ventricules apreaissance dans des souris transgéniques
aboutissait a une diminution de la croissance agta postnatale suite a une hypotrophie des
cardiomyocytes (Chen H. 2006). Il est donc nécessHavoir une expression transitoire de
BMP10, restreinte a la période correspondanteoaoliifération des cardiomyocytes.

Enfin, I'abolition de TGH2 induit des défauts dans le développement degevai/du

septum du cceur entrainant une mortalité a la maasg&anford L. P. 1997).

2.1.2 Invalidation de récepteur et formation cardiaque

Concernant les récepteurs, ALK2, ALK3, ALK5, BMPRE I'endogline ont un réle
dans la formation du cceur.

L'invalidation d'ALK2 et d'ALK3 aboutit a une mogmbryonnaire tres tét (stade
gastrulation). Cependant, une inactivation d'ALK&nsl les cardiomyocytes uniquement
aboutit & un défaut de I'établissement du coussircldo-ventriculaire ainsi qu'a une
malformation du septum (Gaussin V. 2002). Une imatbn d'ALK2 dans les

cardiomyocytes ne donne aucun phénotype, par camieinvalidation d'’ALK2 dans les
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Types de Modification génétique Phénotype Références
protéines
ciblées
Ligands Invalidation de TGB1 Variable en fonction du fond génétique. Affectio(Dickson M. C. 1995
de la vasculogenése et de I'hématopoiese. (Bonyadi M. 1997)
Récepteurs Invalidation d'ALK3 dans les Létale — défaut de remodelage vasculaire et (Rark C. 2006)
cellules Flk+ ou dans les cellulesnaturation des vaisseaux, présence d'hémorragigsBizri N. 2008)
de muscle lisse abdominales
Invalidation d'ALK1 Létale — défauts majeurs d'aggnése dans le sadUrness L. D. 2000)
vitellin et dans I'embryon, vaisseaux dilatégOh S. P.2000)
fistules artério-veineuses, recrutement des callui@oman B. L. 2002)
de muscle lisse défaillant, perte de l'expression
d'EphrineB2
Invalidation d'ALK1 dans les Létale — défauts d'angiogenése, vaisseaux dilatg¢Rark S. O. 2008)
cellules endothéliales tortueux, fistules artério-veineuses
Invalidation d'ALK1 inductible| Invalidation a I'age adulte létale — hémorragi€Park S. O. 2009)
dans les cellules endothéliales | importantes
Invalidation d'ALK5 Létale — vaisseaux dilatés eupecouverts par les(Larsson J. 2001)
cellules de muscle lisse
Invalidation d'ALK5 dans les Phénotype controversé. Identique a linvalidatiqi€arvalho R. L.
cellules endothéliales d'ALKS5 totale ou aucun phénotype 2004)
(Park S. O. 2008)
Invalidation de BMPR2 par Viable — dilatation postnatale des vaisseauid,iu D. 2007)
shRNA (70 a 90 % d'inhibition) | quelques saignements et défauts de recouvrement
par les cellules de muscle lisse
Invalidation de BR2 Létale — défauts semblables a linvalidation| ¢®shima M. 1996)
TGF$1 : défaut dans le remodelage du plexus
vasculaire primitif, la différenciation des cellale
endothéliales et I'hématopoiése
Invalidation de I'endogline Létale — défauts d'aggnese, fistules artério-(Bourdeau A. 1999)
veineuses (Li D. Y. 1999)
(Arthur H. M. 2000)
Invalidation de I'endogline Viable — fistules artério-veineuses dan@vahmoud M. 2010)
inductible dans les cellulesl'angiogenese de la rétine, prolifération excessive
endothéliales des cellules endothéliales
Invalidation du bétaglycan Létal — défaut des s coronaires entrainap{Compton L. A.
une défaillance cardiaque 2007)
Voie Smad Invalidation de Smad5 Létale — défauts d'angiogeresiparables a ceux(Chang H. 1999)
de l'invalidation d'ALK1 ou de I'endogline (Yang X. 1999)
Invalidation de Smad5 dans l¢d/iable — aucun phénotype vasculaire (Umans L. 2007)
cellules endothéliales ou les
cellules de muscle lisse
Invalidation de Smad4 dans led étale — défauts du remodelage vasculaire (Lar0072
cellules endothéliales
Invalidation de Smad1l Létale — Défauts d'angiogeméseurs (Lechleider R. J.
2001)
Invalidation de Smad6 Viable - défauts cardiaquesalcification| (Galvin K. M. 2000)
vasculaire, hypertension
Invalidation de Smad8 Viable — remodelage vasailaipulmonaire| (Huang Z. 2009)
spontané
Invalidations de Smadl et deDérégulation du bourgeonnement par altération (doya I. 2010)
Smad5 dans les celluleda voie Notch
endothéliales
Voie Smad- Invalidation de TAK1 Létale — défauts d'angiogenésmparables a ceux(Jadrich J. L. 2006)
indépendante de l'invalidation d'’ALK1
Geénes cibles | Invalidations d'ld1 et d'ld3 Létales — défauts diagenése, vaisseaux dilategLyden D. 1999)
des BMPs hémorragies cérébrales

Tableau 2 : Invalidation des genes de la famille T&p et conséquence sur le développement

vasculaire.




cellules endothéliales donne des malformationsiaqoes en inhibant 'EMT des cellules
endothéliales dans la gelée cardiaque pour formerolussin auriculo-ventriculaire. Ceci
aboutit & des défauts dans les valves et le sefang J. 2005).

ALKS5 pourrait aussi jouer un rble dans I'enrouleindu tube cardiaque puisque
I'expression dans le myocarde d'une forme constuient active d'ALK5 arréte cet
enroulement (Charng M. J. 1998).

L'expression d'une forme dépourvue du site detifirades ligands de BMPR2
entraine une malformation des valves cardiaquesi gua'une séparation incompléte des
ventricules (pas de séparation entre 'artere puodine et I'aorte) (Delot E. C. 2003).

L'invalidation d'ActR2B entraine une l|éthalité pwgale avec notamment une
malformation du septum cardiaque (Oh S. P. 1997).

Enfin, l'invalidation de I'endogline aboutit & aceur dont les ventricules sont élargis
et les voies de sortie dilatées (Arthur H. M. 2000)

2.1.3 Invalidation de la voie Smad et formation cardiague

L'invalidation de Smad5 entraine un défaut darsdulement du tube cardiaque létal
au stade embryonnaire (Chang H. 2000). L'invalisatie Smad6 entraine une hyperplasie
cardiaque ainsi qu'un défaut des valves et du sephirainant une mortalité précoce apres la
naissance (Galvin K. M. 2000). L'invalidation de &M dans les cellules endothéliales
conduit aussi a des malformations cardiaques anameur €largi, et une absence du coussin
endocardiaque (Lan Y. 2007).

2.2Famille TGF$ et développement du systeme vasculaire

2.2.1 Invalidation de ligand et angiogenése

L'invalidation de TGH31 donne un phénotype variable en fonction du fogregque.
Ainsi, dans un fond génétique C57BL/6, les embrymesirent d'un défaut préimplantatoire
(Kallapur S. 1999). Par contre, dans un fond ggnétil29 x NIH/Ola x C57BL/6, 50 % des

mutants et 20 % des hétérozygotes meurent a Ediin5défaut de développement du sac
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C Sauvage

L1 Cre, ALK13loxP/3ioxP

Figure 50 : Phénotype de l'invalidation d'ALK1.

A : Invalidation totale d'ALK1 chez la souri® Vascularisation de la téte a E9.5. Les
capillaires sont absents dans les souris invalid@ggprés (Oh S. P. 2000R AB : Arche
Brachiale, AD : Aorte Dorsale, F : Fistule artéviemeuse, VCC : Veine Cardinale
Commune, C : Cceur. Injection d'encre dans le céeuntatyon E 9.0. Les souris invalidées
ont une aorte dilatée et une fistule reliant deeant I'aorte a la veine cardinale comm@®e.
Absence de vaisseaux sanguins dans le sac vitéllmembryon & E 10.5. En injectant de
I'encre, le plexus vasculaire primitif est visuahte dans le sac vitellin des souris invalidées,
ce qui montre que la vasculogenése n'est pas eltéréis aucun vaisseau n'est détectable.
D'apres (Urness L. D. 2000).

B : WT : Sauvage (Wild Type). L'invalidation de vbigez le poisson zebre entraine un défaut
de remodelage vasculaire et une dilatation imptetdes vaisseaux (larve de poisson 5 jours
apres fécondation). D'aprés (Roman B. L. 2002).

C : Invalidation d'ALK1 dans les cellules endothigsa(promoteur L1). V : Veine, A : Artere,
PL : Placenta® Les embryons a E 16.5 invalidés présentent uradadibn importante des
veines et des artéres dans le sac vitefdnDes fistules artério-veineuses sont visib®@s
Injection d'encre qui confirme les fistules et rhin en évidence la tortuosité des vaisseaux.
D'apres (Park S. O. 2008).



vitellin (Dickson M. C. 1995) (Bonyadi M. 1997). haasculogenése et I'hématopoiese sont
tres affectées par cette délétion. La différenaiatierminale des cellules endothéliales est
altérée, et le nombre de globules rouges danscleviggllin est trés inférieur a la normale,
entrainant une anémie. L'embryon n'a initialemeatun défaut, les effets sur son
développement étant secondaire a la non mise ea glaréseau vasculaire.

Les invalidations des BMPs n'ont pas donné de gifgpa vasculaire, peut étre suite a
une redondance entre les BMPs. Certains embryoradidés pour BMP4 présentent des
défauts dans la formation des ilots sanguins saggéme implication de BMP4 dans la

vasculogenése (Winnier G. 1995).

2.2.2 Invalidation de récepteur et angiogenése

L'invalidation d'ALK3 dans les cellules Flk+ (VEER2) aboutit a une létalité des
embryons autour de E 10.5 suite a quelques maltmnsa cardiaques mais surtout des
anormalités vasculaires, dont des défauts dansm@delage vasculaire et la maturation des
vaisseaux ce qui donne des importantes hémorrapsminales (Park C. 2006). Une autre
inactivation conditionnelle d'ALK3 a été réalisédnactivation d'’ALK3 dans les cellules de
muscle lisse et les cardiomyocytes aboutit a désutke similaires a l'invalidation dans les
cellules Flk+ (EI-Bizri N. 2008), ce qui suggere ite d'ALK3 plutét dans les cellules de

muscle lisse et les cardiomyocytes que dans ladeskendothéliales.

ALK1 est aussi un récepteur clé dans le déroul¢menfangiogenese physiologique.
Les souris invalidées pour ALK1 meurent autour dEOES suite a des défauts d'angiogenese
(Urness L. D. 2000) (Oh S. P. 2000). Dans ces solriplexus vasculaire est formé
normalement, mais le réseau vasculaire ne peus@atevelopper que ce soit dans le sac
vitellin ou dans I'embryorffigure 50A) Les embryons invalidés pour ALK1 présentent un
retard de croissance, une vascularisation dilatémrmature dans le sac vitellin, un péricarde
élargie, des fistules artério-veineuses avec noemmne fusion de l'aorte dorsale et de la
veine cardinale(figure 50A) Il y a aussi un recrutement des cellules de meu$iske
défaillant. L'invalidation dans le poisson zébre gikne équivalent a ALK1 (vbg, violet
beauregarde) aboutit aussi a une létalité embrymnrmaonsécutive a une angiogenése
défaillante(figure 50B)(Roman B. L. 2002). La circulation sanguine nefatfie alors que

dans un nombre limité de vaisseaux dilatés du ¢ante a une augmentation du nombre de
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cellules endothéliales, le corps n'étant pas pérfua délétion d'ALK1 dans les cellules
endothéliales spécifiquement a été faite en 20@8(B. O. 2008). Les auteurs ont exprimé la
Cre recombinase sous le contrdle d'un promoteuquikst activé aprés E 10.5 ce qui permet
de ne pas interférer avec la formation cardiaqeeplDs, I'expression est variable en fonction
de l'organe : forte dans les cellules endothélidésspoumons, des intestins, du placenta et du
sac vitellin, plus faible dans les cellules endb#iés du cerveau, du cceur et du rein et nulle
dans le foie, la peau et les membres. Le phénotigmme des vaisseaux du sac vitellin
tortueux, dilatés et un réseau complexe avec deeex@ons directes anormales entre des
veines et des arterdfigure 50C) Les vaisseaux du cordon ombilical apparaissessiau
altérés, particulierement l'artérgigure 50C) Cette invalidation est létale. La délétion
inductible d'ALK1 dans les cellules endothélialepeamis d'étudier le réle d'’ALK1 dans la
vascularisation adulte (Park S. O. 2009). L'inwatioh a I'age adulte conduit aussi a une
|étalité par hémorrhagie dans les deux semaineslpsdemelles et trois pour les méles. Le
phénotype complet de cette invalidation ainsi getuicdes souris hétérozygotes seront
présentés dans la partie consacrée aux modeleasrdeila maladie de Rendu-Osler. Pour
finir sur les invalidations d'ALK1, I'analyse deVascularisation de la rétine dans les souris
nouveau-nées invalidées pour ALK1 dans les cellafefothéliales conduit & des altérations
comparables a celles de linvalidation de l'endgglavec un phénotype plus marqué
(Mahmoud M. 2011). Cette invalidation engendre ktaité des souris dans les 48 h.
L'invalidation d'ALK5 donne un phénotype légeremadifféerent. En effet, la
différenciation des cellules endothéliales apparairmale. Cependant, un défaut
d'angiogenése aboutit a des vaisseaux tres dikttésal recouverts par les cellules de muscle
lisse ce qui entraine une fragilité de ces vaissadlau la présence d'hémorragies (Larsson J.
2001). Ce phénotype confirme les donnigesitro du réle de TGH dans la différenciation
des cellules mésenchymateuses précurseurs delgsefiurales en cellules de muscle lisse ou
en péricytes (Hirschi K. K. 1998) (Darland D. C02). Cependant, le réle de la famille TGF-
B dans l'angiogenese décrit avec l'inactivation &Blest controversé. Bien que I'équipe qui
avait décrit le phénotype des souris invalidéesr pblLK5 ait confirmé ces résultats en
retrouvant un phénotype semblable avec des sowaidées pour ALK5S dans les cellules
endothéliales uniqguement (Carvalho R. L. 2004), an&e équipe montra des résultats
opposés (Park S. O. 2008). En effet, I'équipe dé ©h a utilisé une souris ALK5 "floxé"
dont linvalidation par la Cre recombinase étaihdigte par le promoteur L1, déja décrit
précédemment, dérivé du promoteur d'ALK1. L'équipecurrente avait utilisé le promoteur

Tiel qui permet alors I'expression de la Cre dantes les cellules endothéliales, dés un stade
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ALK 1Lecz ALK5\22

X-gal

X-gal + actine de muscle lisse

Cellules de

... muscle lisse
Endothélium

Figure 51 : Site d'expression d'ALK1 et d'ALK5 dansles vaisseaux.

Aorte d'embryon de souris E11.5 exprimbhatZ sous le contrdle du promoteur soit d'ALK1
(a gauche) soit d'ALK5 (a droite). Le marquage X+@aele en bleu les sites d'expression de
B-galactosidase (codée paac2), le marquage de l'actine de muscle lisse réeetlche de
cellules de muscle lisse. Le marquage bleu dansgdteélium pour les photographies de
gauche, montre une expression d'ALK1 dans les lesll@endothéliales, tandis que le
marquage bleu dans les photographies de droit@geet dans les cellules de muscle lisse et
montre une expression d'ALK5 dans ces celluleprB&(Seki T. 2006).



précoce de différenciation. Paul Oh n'a remarquéiraphénotype dans les souris invalidées
ALKS5 sous le contréle du promoteur L1. La différerie phénotypes entre les deux équipes
peut s'expliquer par un role d'ALKS dans la vasgelese et la différenciation des cellules
endothéliales. A ce stade, seules les souris Taétrr ALK5-"PL sont invalidées pour
ALKS5 dans les cellules endothéliales et leur préeur. Par contre, ALK5 n'aurait pas de réle
sur l'angiogenése, c'est-a-dire le développemenéskau vasculaire apres la différenciation
des cellules endothéliales dans les ilots sanglunsac vitellin d'ou I'absence de phénotype
dans les souris Llcre(+) ; ALKE™->P Cette théorie est supportée par la non détegdon
I'équipe de Paul Oh d'ALKS5 dans les cellules enélaltesin vivo (Seki T. 2006). Utilisant
des souris ALKE**? et ALK1"%%, cette équipe a montré une expression d'ALK1 e&se au
niveau des cellules endothéliales, alors qu'ALK#t @&xprimé par les cellules de muscle lisse
et n'était pas détectable dans I'endothélfignre 51)

Concernant les récepteurs de type 2, la délédime de BMPR2 est |étale. En 2007,
une souris transgénique surexprimant un shRNA {starpin RNA) qui réduit de 70 a 90 %
I'expression de BMPR2 a été créée (Liu D. 2007)teGmuris est viable et développe apres la
naissance des lésions caractérisées par une iditaths vaisseaux, qui peuvent occasionner
des saignements dans le tube digestif et au nigat@né, ainsi qu'une défaillance dans le
recouvrement des vaisseaux par les cellules delenlisge. Les invalidations hétérozygotes
qui peuvent servir de modeles animaux de I'hypsiben artérielle pulmonaire seront
présentées ultérieurement.

L'invalidation du récepteurfR2 donne un phénotype voisin a l'invalidation de=1G
B1, avec un défaut dans le remodelage du plexusilaase primitif, dans la différenciation
des cellules endothéliales et dans I'hnématopo@sieifha M. 1996).

L'invalidation de I'endogline, récepteur de typelraine une mortalité embryonnaire
suite a des défauts vasculaires tres importants.dédauts dans la vascularisation du sac
vitellin et de I'embryon ainsi que dans le recoowat par les cellules de muscle lisse
ressemblent a ceux rencontrés lors de linvalidatid\LK1 (Bourdeau A. 1999) (Li D. Y.
1999) (Arthur H. M. 2000), avec cependant quelqliférencegfigure 52A - C) Une étude
compare précisément les souris invalidées pour AeKllendogline (Sorensen L. K. 2003).
Bien que les défauts vasculaires entre les dewdidations soient tres proches, la dilatation
des vaisseaux décrite pour linvalidation d'ALKEsth' pas visible pour linvalidation de

I'endogline. Le marqueur artériel EphrineB2 est maoéxprimé dans les souris invalidées
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Figure 52 : Phénotype de l'invalidation de I'endogline.

A : O Le sac vitellin des souris invalidées ne présdntes de vaisseaux sanguins. D'aprés
(Li D. Y. 1999). @ Visualisation de la vascularisation des sacslviteh E 9.0. Les souris
sauvages présentent des vaisseaux, tandis queoues fvalidées présentent un plexus
vasculaire primitif sans remodelage. Les sourislidées ont donc des défauts d'angiogenéese
mais pas de vasculogenése. D'apres (Bourdeau A).199

B : Présence d'hémorragies internes (fleche) dangr#ryons invalidés a E 9.0. D'apres
(Bourdeau A. 1999).

C : Marquage CD31 sur des embryons E 10.5. Le retagdelu plexus capillaire cérébral
échoue dans les souris invalidées. L'artere carof@A) est atrétique dans les souris
invalidées. D'apres (Li D. Y. 1999).

D : ® @ ® Invalidation de I'endogline dans les souris enélidles aprés la naissance.
Visualisation de la vascularisation de la rétindA La vascularisation dans les souris
invalidées présente un retard et des fistulesian@ineuses (F et fleches rouge®).® Les
cellules endothéliales invalidées pour l'endogloré un taux de prolifération (marquage
BrdU rouge) plus important que les cellules sausaBéaprés (Mahmoud M. 2010).



ALK1 que dans les sauvages, alors qu'aucune détéguln'est visible dans les souris
invalidées pour I'endoglin@igure 64B) Les auteurs n'ont pas vu d'affectation des iffs
ligands et récepteurs de la voie Notch, connue pouarrdle dans la différenciation artério-
veineuse, dans aucune des deux invalidations. Dees étude récente, linvalidation
inductible de I'endogline dans les cellules endi@les aprés la naissance a permis de mieux
comprendre l'implication de I'endogline dans I'aggnese. L'invalidation de I'endogline dans
les premiers jours aprés la naissance altére dgagese de la rétifégure 52D)(Mahmoud

M. 2010). Ainsi, ces souris présentent une angiegerotalement anormale avec un défaut
dans la migration des cellules endothéliales, wgn@ntation de la prolifération des cellules
endothéliales, aboutissant ainsi a une surfaca détine vascularisée moins développée que
dans les souris contrbles mais qui présentent lue grande densité de vaisseaux. Des
jonctions directes artério-veineuses sont ausserebss, faisant penser au phénotype de la
maladie de Rendu-Osler. Les souris hétérozygotesnisgrésentées dans les modéles
animaux de la maladie de Rendu-Osler.

L'invalidation de bétaglycan entraine une létatébryonnaire a E 14.5 consécutive a
des défauts cardiaques et hépatiques (Stenvers2Q03). Les vaisseaux coronaires sont peu
nombreux et peu développés, ce qui entraine ldlldéfze cardiaque fatale (Compton L. A.
2007).

2.2.3 Invalidation de la voie Smad et angiogenése

L'invalidation de Smad5 donne un phénotype vaseylavec un phénotype proche de
celui de l'invalidation d'ALK1 et de I'endoglindigure 53A) (Chang H. 1999) (Yang X.
1999). De maniére surprenante, les invalidationSmad5 dans les cellules endothéliales ou
dans les cellules de muscle lisse ne donnent pghéieotype vasculaire et les souris sont
vivantes (Umans L. 2007). Une invalidation paréalle Smad5 peut expliquer ce résultat ou
une compensation des autres Smads (notamment Sm&ihad8). La délétion spécifique de
Smad4 dans les cellules endothéliales entrainenortalité des embryons a E 10.5 suite a
des défauts cardiovasculaires, notamment une dimmmdu bourgeonnement des vaisseaux
et du remodelage vasculaire (Lan Y. 2007). L'idattion de Smadl donne des défauts
mineurs de I'angiogenése du sac vitellin (LechleRleJ. 2001), celle de Smad6 donne sur
qguelques souris (viables) des défauts cardiaquas, aalcification vasculaire et une

hypertension systémique (Galvin K. M. 2000). Enfimyalidation de Smad8 est viable mais
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|d1+/+ 1d3+/+ 1d1-/- 1d3-/-

Figure 53 : Phénotype vasculaire de linvalidation de génes inligués dans la
signalisation de la famille TGF§.

A : Invalidation de Smad3D Les vaisseaux sanguins du sac vitellin (pointe) stsents
dans le sac des souris invalidées a E @5Arbre vasculaire cérébral normal (pointe a
gauche) et déstructuré dans les souris invaligemsté a droite). D'aprés (Yang X. 1999).

B : Invalidation de TAK1.® Le sac vitellin des souris invalidées a E 9.5 ris@nte pas de
vaisseaux, seul le plexus vasculaire primitif estmfé. @ La vascularisation de I'embryon
invalidé a E10.5 est déstructurée. L'aorte dorsatecollapsée a plusieurs endroits (fleche et
pointes). D'apres (Jadrich J. L. 2006).

C : Invalidation d'ld1 et Id3. Les embryons invaBdpour les deux genes présentent des
hémorragies cérébrales a E 12.5. D'apreés (Lydeir989).



conduit & un remodelage spontané de la vasculansaulmonaire (Huang Z. 2009). La
double invalidation de Smadl et Smad5 dans lesllesllendothéliales présentée lors du
dernier congres sur les BMPs montre que la voieliNet la voie Smad interagissent entre-
elles, cette double invalidation aboutissant a areglement des phénotypes "stalk cell" et
"tip cell" (Moya I. 2010).

2.2.4 Invalidation de TAK1 et angiogenése

TAK1 a été présentée dans les voies Smad-indéeptasdan réponse a TGFeu aux
BMPs. L'invalidation de TAK1 conduit a un phénotymm tout point semblable a
I'inactivation d'ALK1 que ce soit chez la sourisahez le poisson zéb(ggure 53B)(Jadrich
J. L. 2006). L'invalidation d'’ALK1 et de TAK1 dars poisson zébre donne des défauts
angiogéniques encore plus prononcés. Par contjection dARNm de TAK1 pour sa
surexpression dans un poisson zebre invalidé pairlAestaure partiellement un phénotype
normal (Jadrich J. L. 2006). Aucun lien direct eldLK1 et TAK1 n'a a ce jour été décrit.

2.2.5 Invalidation d'ld1 et d'ld3 et angiogenese

Les Inhibiteurs de la différenciation (Id) 1 es@t des facteurs de transcription hélice
boucle hélice induits fortement par les BMPs viavtae Smad (Korchynskyi O. 2002).
L'invalidation de trois des quatres alleles dedmsx génes ne donnent pas de phénotype. La
double invalidation de ces deux genes donnent éngilipe létal a E 13.5 avec notamment
des défauts d'angiogenese (vaisseaux dilatés, regres craniales)figure 53C)(Lyden D.
1999).
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3. ALK1, Endogline et BMP9/BMP10 : un trio sanguin !

Je vais dans cette partie me focaliser sur urptége a savoir ALK1. Cette partie sera
consacree a la présentation du complexe de sighahsd'ALK1.

L'étude de deux maladies vasculaires, la maladid&Rendu-Osler et I'hypertension
artérielle pulmonaire, a permis de pressentir lmplexe de récepteur pour la signalisation
d'ALK1. En effet, le fait que la maladie de Rendsi€D soit causée par des mutations
d’ACVRL1ou de Endoglinetend a prouver que ces deux récepteurs fonctidroeems un
méme complexe de récepteurs. De plus, I'hypertenaitérielle pulmonaire familiale est
causée par des mutationsAAVRL1 ou de BMPR2 ce qui suggére une interaction
fonctionnelle entre ces deux récepteurs. Je vaisirdéci les étapes de la découverte du

complexe de signalisation d'ALK1.

3.1Le récepteur ALK1

3.1.1 Historique et site d'expression d'ALK1

ALK1 fut cloné en 1993 a partir du tractus uroggnd'un embryon de rat et désigné
sous le nom de SKR-3 (Serine/threonine-Kinase Rece}) (He W. W. 1993). La méme
année, ALK1 humain, également appelé TSR-1 (PGHuperfamily Receptor-type 1), fut
cloné par deux équipes (Attisano L. 1993) (ten ®iR. 1993). En 1996, Panchenko et
collaborateurs ont découvert la particularité d'ALE savoir son expression restreinte aux
cellules endothéliales (Panchenko M. P. 1996). Premiere étude par northern blot a
démontré I'expression tres forte d'ALK1 dans lesmpons du rat. Mais c'est grace a une
hybridationin situ que cette équipe a pu mettre en évidence l'exprestALK1 dans les
vaisseaux sanguins (ceux des poumons, mais aasde/ la veine cave et des vaisseaux
d'autres organes), et plus précisément dans Iedeseéndothéliales. C'est aussi en 1996 que
des mutations du gen®CVRL1ont été reconnues comme responsables de la maladie
Rendu-Osler de type 2 (Johnson D. W. 1996). L'iogpion d'ALK1 dans cette maladie
vasculaire et son expression restreinte aux csllaledothéliales ont fait alors d'ALK1 un

récepteur de grande importance pour I'étude demsystvasculaire. Un an plus tard, en 1997,
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une étude plus précise a permis d'étudier I'exjpresBALK1 au cours du développement de
I'embryon de souris (Roelen B. A. 1997). Ainsi, par-PCR et hybridatiom situ, ALK1 a
éte détecté des E 6.5. Entre E 7.5 et 8.5, les diexpression d'ALK1 coincident avec ceux
de la vasculogenése et dans les trophoblastesegiR@lA. 1997). Au stade E 9.5 a 12.5,
ALK1 est présent dans I'endothélium vasculaire @alireux organes et tissus.

Quelques études ont montré une expression d'Alctkdedors du systéme vasculaire.
Ainsi ALK1 a été détecté dans la pulpe des denez de rat (Toyono T. 1997), dans
I'épithélium conjonctif de la cornée et de l'igns les kératynocytes (Obata H. 1999), dans
les cellules de I'épiderme (Beger B. 2006), darsysteme nerveux central (Lopez-Coviella I.
2006) et dans les chondrocytes (Finnson K. W. 2008pendant, ces études sont souvent
basées sur des détections par RT-PCR, sans datdetia protéine (les anticorps anti ALK1

étant peu fiables). Une confirmation de ces siggslde donc étre nécessaire.

3.1.2 Complexe de signalisation d'ALK1

L'étude de la signalisation d'ALK1 se compose gipalement en deux parties : la

découverte des R-Smads activées par ALK1 et leerebk du ou des ligand(s) d'ALK1.

Dés 1998 les R-Smads phosphorylées par ALK1 antdétouvertes : il s'agit des
Smadl/5/8 (Macias-Silva M. 1998). L'étude a étdigéa par transfection de Cos-1, cellules
n‘exprimant pas d'ALK1 endogéne, avec une formestdativement active d’ALK1 (forme
mutée avec remplacement de la glutamine 201 pagsidu d'acide aspartique qui mime ainsi
la phosphorylation des récepteurs de type 2 surALKLK1 active donc la voie dite des
BMPs, au méme titre qu'ALK2/3/6. Une étude récentaontré la possibilité pour ALK1 de
phosphoryler Smad2 mais pas Smad3, de maniere filbtansitoire (Upton P. D. 2009).

La recherche du ligand d'ALK1 fut plus difficilé @ébattue. Lors du clonage d'ALK1
humain, les tests de liaisons du TGt de I'activine-A marqués a l'iode 125 montrem u
liaison de ces cytokines sur ALK1 surexprimé daes @os-1 en présence des récepteurs de
type 2 (respectivementfR2 et ActR2), bien que faible par rapport a ALKaupdGFf et a
ALK2 et ALK4 pour Il'activine-A (Attisano L. 1993)én Dijke P. 1994). Ces deux cytokines
sont dans un premier temps considérées commegasds d'ALK1. Cependant, les tests

cellulaires fonctionnels montrent que les effetsTdeFf4 ne sont pas restaurés, dans des
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Figure 54 : Modéle de signalisation d'ALK1 avec TGH comme ligand.
TGF se lie sur un complexe dont les récepteurs delygmnt ALK1 et ALK5. L'endogline
est indispensable a la formation du complexe.



cellules déficientes en ALK5, par ALKl et qu'ALKlendonne pas les réponses
transcriptionnelles de l'activine (Attisano L. 1998n Dijke P. 1994). De plus, le TG¥F-
endogene ne lie pas ALK1 sur les cellules d'aocoteipe (ten Dijke P. 1994). Andreas Lux
compliqua la donne en 1999 en confirmant la liaisenTGFB1l et TGFB3 ainsi que de
I'activine-A sur ALK1 mais en montrant qu'un ligapésent dans le sérum n'était pas inhibé
par un anticorps anti-TGB-ou par l'inhibine (Lux A. 1999). Cette étude margune étape
importante dans la compréhension de la signalisatiéLK1. En effet, la réalisation de
récepteur chimérique avec le domaine extracelkildiALK1 et le domaine intracellulaire
d'ALK5 permet de montrer qu'un tel récepteur egiabée d'activer la voie Smad2/3 en
réponse a TGB4, TGF3 et du sérum humain. L'utilisation d'un anticogosi-TGF{$ ne
permet pas d'inhiber I'action du sérum suggéranigand différent de TGIB-dans le sérum.
L'utilisation d'ALK1 sauvage ou constitutivementtific(Q201D) ne permet pas la
phosphorylation de Smad?2/3. La voie de signalisat®ALK1 ne semble pas étre la voie
Smad du TGH. Deux groupes réalisent en 2000 des immunoprétimils apres réticulation
de TGFB radiomarqué sur des HUVECs (Human Umbelical Venddghelial Cells). Alors
que ces équipes utilisent le méme anticorps didgetre ALK1, leur conclusion sur la
capacité d'ALK1 a lier TGB-differe (Oh S. P. 2000) (Abdalla S. A. 2000).

C'est en 2002 que le groupe de Peter Ten Dijkepgs® le premier modéle de
signalisation pour ALK1 (Goumans M. J. 2002). Eitis&nt des MEECs (Mouse Embryonic
Endothelial Cells) et des BAECs (Bovine Aortic Ettdgial Cells), les auteurs montrent que
TGFJ peut phosphoryler les deux voies Smad : la vae BGF$ (Smad2/3) et la voie dite
BMP (Smad1/5/8). En utilisant des oligonucléotiddsant spécifiquement ALK1 ou ALKS5,
ils démontrent qu'ALKS5 est indispensable a la phosgation des deux voies Smad alors que
I'extinction d'ALK1 n'a d'effet que sur la phospylation des Smads de la voie BMP et que
cette phosphorylation n'est pas totalement abalis e cette extinction. Les auteurs
proposent alors un modéle ou ALK1 et ALK5 interagist. Ce modéle sera affiné en 2003,
avec la publication par cette méme équipe de lagsiteé de l'activité kinase d'ALK5 pour la
réponse a TGPB-dans des cellules endothéliales (Goumans M. J3)208 proposent alors
que TGFB1 et TGFB3 lient un complexe comportant deux récepteyiRZ, un récepteur
ALK5 et un récepteur ALK1(figure 54) ALK1 dans ce complexe serait alors activé et
phosphorylerait Smad1/5/8. En 2004, la méme éqcipaplete le modele en démontrant le
réle indispensable de I'endogline (Lebrin F. 20@4) .effet, en absence d'endogline seules les
Smad2/3 sont phosphorylées en réponse a 3k le complexe TGPB/ALKS/TBR2.

Cependant la phosphorylation de Smad1/5/8 par f@Fété décrite comme treés transitoire
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Figure 55 : Modele de signalisation d'ALK1 avec BMB/BMP10 comme ligand.
BMP9 se lie sur un complexe dont les récepteurtyple 1 sont deux monomeres d'ALK1.
L'endogline n'est pas indispensable a la format®oe complexe.



(une heure), ce qui s'oppose aux phosphorylatienSrdad2/3 par TGB-ou de Smad1/5/8
par les BMPs (Goumans M. J. 2002) (Valdimarsddtir2002). L'équipe de P. Ten Dijke
expliquent cette particularité en 2006, en montgaug TGFB1 induit Smad7 qui recrute alors
la phosphatase P& {Valdimarsdottir G. 2006).

Bien que TGH3 soit décrit comme le ligand d'ALK1 depuis sa déwte, plusieurs
zones d'ombre restaient au tableau jusqu'a réecemmereffet, PR2 est indispensable dans
le modele de P. Ten Dijke car il est le seul résapt pouvoir lier TGH- avec une grande
affinité. Cependant, aucun interaction entre ceptaur et ALK1 n'a été démontrée. De plus,
l'inhibiteur d'ALK5 (SB-431542) inhibe la signaliean TGF{3 sur les deux voies Smad
(Goumans M. J. 2003). Or ce composeé n'inhibe paslAlAinsi, en suivant le modele décrit,
soit ALK5 phosphoryle directement a la fois les 8mde la voie TGB-et les Smads de la
voie BMP, soit ALK5 phosphoryle et active ALK1 (hgghése avancée par les auteurs
(Goumans M. J. 2003)). Des travaux ultérieurs déreahqu'en fait ALK5 peut phosphoryler
les deux voies Smad (Liu I. M. 2009) (Wrighton K. 2D09b). De plus, la géométrie des
complexes des récepteurs rend peut probable lgppbpdation d'un récepteur de type 1 par
un autre récepteur du typgfigure 72) Enfin les travaux de Seki qui ont montré |'expias
d'ALK1 dans les cellules endothéliales et d'ALKmsldes cellules de muscle lisse (travaux
présentés précédemment) tendent a contredire &bgid8 d'une interaction entre ALK5 et
ALK1 in vivo (Seki T. 2006). Le groupe de P. Oh a décrit umph#goe vasculaire fort pour
les souris invalidées ALK1 suite a l'expressionlaléCre recombinase sous le contréle du
promoteur L1, alors que linvalidation d'ALK5 pae Iméme promoteur n'induit aucun
phénotype (Park S. O. 2008). Rappelons aussi guealait prouve l'existence d'un ligand
dans le plasma différent de TGHLux A. 1999). Tous ces éléments poussent a penser
TGFf n'est pas le ligand physiologique d'ALK1 et quawtre modele doit étre proposé. En
2005, une étude en résonnance plasmonique de sunfattre qu'ALK1 immobilisé ainsi que
BMPR2 immobilisé peuvent lier BMP9 (Brown M. A. Z8)0

C'est en 2007 que deux autres ligands prochesdsmuuverts : BMP9 et BMP10
(David L. 2007a) (Scharpfenecker M. 2007). Des,lors autre modele est proposé ou un
dimere d'ALK1 et un dimere de BMPR2 ou d'ActR-2anli BMP9 ou BMP1{figure 55)
L'endogline est montrée comme activatrice sur cepbexe, sans étre indispensable. En 2008,

BMP9 est décrite comme une cytokine circulante reanticorps neutralisant BMP9 éteint
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totalement la stimulation d'ALK1 par le sérum (Ohvi. 2008). Le ligand pressenti par Lux
se révele donc étre BMP9.

Notons enfin que la VE-cadherine, protéine detfjonades cellules endothéliales, joue
un rbéle dans linteraction entre les récepteursladéamille TGFf$, augmentant ainsi la
signalisation d'ALK1 (Rudini N. 2008).

3.1.3 Effets cellulaires d'ALK1

Les fonctions biologiques d'ALK1 sont controverssée I'absence jusqu'en 2007 d'un
ligand spécifique a rendu ces études difficilesFp& et TGFB3 ne permettent pas d'étudier
spécifiguement les effets d'ALK1 puisqu'ils activeartement ALK5.

La surexpression d'une forme constitutivementvaciinotée ALKlca) dans des
cellules endothéliales a été couramment employé®0B82, Ota et collaborateurs ont montré
que la surexpression dans les HUVECs d'ALK1ca mhigerement leur prolifération et
avait peu d'effet sur leur organisation en tubgl@sune matrice de collagene (Ota T. 2002).
La méme année, Lamouille et collaborateurs ont réostir diverses lignées cellulaires
(HMVECd : Human MicroVascular Endothelial Cell frothe dermis ; HMVECI : Human
MicroVascular Endothelial Cell from lungs ; HUVECSHMEC-1 : Human Microvacular
Endothelial Cell, lignée cellulaire immortalisée)egla surexpression d'ALK1ca inhibait la
migration et la prolifération de ces cellules (Lantie S. 2002). Koleva et collégues ont aussi
obtenu une baisse de la prolifération des HUVECsuweaxprimant ALK1ca, en mettant en
avant une diminution de l'interaction entre ledute$ et la matrice extracellulaire lors de
cette surexpression (Koleva R. I. 2006). A l'ineeles groupe de Peter ten Dijke a publié une
stimulation de la migration de MEECs et de la péodition de BAECs lors de la
surexpression d'ALK1lca (Goumans M. J. 2002). Il slendonc que l'effet d'ALK1 soit tres
dépendant de la lignée cellulaire utilisée (cefiulamortalisées ou primaires, conditions de
culture).

Une stratégie inverse a été suivie par David 8alborateurs en inhibant par siRNA
ALK1 dans des cellules HMVECA. Il en résulte ungraentation de la migration de ces
cellules endothéliales (David L. 2007b). Cet effst Smad indépendant et passerait par les
MAPKs (IJNK et Erk). Les autres BMPs (BMP2/4/6/7 lohplication d'autres membres dans

'angiogenese) induisent la migration des celluleadothéliales via I'expression
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Smad-dépendante d'ld1 (Valdimarsdottir G. 2002phhibition de la migration des cellules
endothéliales Smad-indépendante est donc une yarité du récepteur ALK1 par rapport
aux autres récepteurs des BMPs des cellules enidééséUne étude comparant les effets de
la surexpression d'ALK1 et de l'inhibition d'ALKApsiRNA dans des cellules endothéliales
de capillaires de rétines humaines a montré unendition de la migration et de la
prolifération des cellules surexprimant ALK1 coupl@ une diminution des structures
tubulaires formées sur du Matrigel (Li B. 2008). peotéine CKP (Casein Kinase [
interagit avec ALK1 et serait impliquer dans lipition de la migration des cellules
endothéliales (Lee N. Y. 2009). Les auteurs montren r6le primordial de CK2 dans
l'induction de la voie Smad1/5/8 par ALK1, sansmkemde mécanisme d'action. L'influence
de la CK3B dans les autres voies impliquées dans l'inhibilerla migration (JNK et Erk)
n'‘est pas étudiée.

En 2005, un tegh vivo avec surexpression d'ALK1 dans le test d'angiogene la
cornée de la souris a montrer un effet inhibite ALK1 sur I'angiogenése induite par FGF2
(Albe E. 2005).

Une étude portant sur des tumeurs pancréatiquagrenane expression d'/ALK1 dans
les carcinomes pancréatiques (Ungefroren H. 208&hs révéler le ligand pouvant activer
ALK1 dans ces carcinomes, les auteurs montrentélen anti-prolifératif d'’ALK1 sur ces

cellules cancéreuses.

3.1.4 Reégulateurs de I'expression d'ALK1

Plusieurs facteurs, physiques et biochimiquesuoatinfluence sur le taux d’/ALK1 en

régulant sa transcription.

Parmi les facteurs physiques, le flux sanguin @ d@écrit comme nécessaire a
I'expression d'ALK1. Des progéniteurs de celluledathéliales en culture sur lesquelles un
flux est appliqué expriment des marqueurs artéeelsnt une forte augmentation du taux
d'ALK1 (Obi S. 2009). Une étude vivo dans le poisson zebre a confirmé le role du flamxsd
I'expression d’ALK1 (Corti P. 2011). L'absence llx fpar arrét des battements cardiaques
rend I'expression d'ALK1 indétectable par hybridatn situ.

L'hypoxie est aussi un facteur qui influence keau de transcription d'ALK1. Ainsi,

les cellules endothéliales pulmonaires de rat seesmh une hypoxie pendant 15 jours ont une

80



diminution de I'expression de BMPR2 mais une augdatiem de celle d'ALK1 (Takahashi K.
2007). Un autre groupe confirma la surexpressiéi kil dans des cellules endothéliales
soumises a I'hypoxie et montra aussi une surexpreste I'endogline dans ces conditions
(Tian F. 2010).

Dans le syndrome d'hyperplasie du cceur droitpiession d'ALK1 au niveau du
ventricule droit serait doublée par rapport a sqgoression dans un coeur sain. Cependant ce
résultat est a prendre avec précaution car lesu@uteouvent en PCR (Polymerase Chain
Reaction) quantitative un grand nombre de genesgdé&rs, comme BMP9 (qui sera décrite
dans la partie 3.3), avec une expression qui seigliée dans le ventricule gauche des cceurs
atteints de ce syndrome. Or, BMP9 n'est pas dé&tela@res nos données ainsi que celle de la
littérature dans le cceur sain (Bidart M. 2011). liess de causes a effets de ces expressions

différentielles dans ce syndrome n'ont pas étéanuosir.

Concernant les facteurs biochimiques de régulat®mfiexpression d'ALK1, BMP2 et
BMP4 régulent de maniere dose dépendante (effelomme) I'expression d'ALK1 dans les
cellules endothéliales (Yao Y. 2006).

Les lipoprotéines de haute densité (HDL pour Higmsity Lipoproteins) augmentent
I'expression d'ALK1 sur des cellules endothéliaesculture. Cette induction est indirecte et
résulte de l'augmentation d'’ALK2 par les HDL etlaestimulation d'’ALK2 ainsi surexprime
par BMP4. Le glucose augmente aussi lI'expressioBM@2 et BMP4 par des cellules
endothéliales aortiques et augmente par conségudtit (Bostrom K. 1. 2011).

L'étude du promoteur d'ALK1 a mis a jour plusietggulateurs potentiels. Parmi eux,
Spl (Specificity Protein 1), un facteur de trar®oon, possede quatorze sites de fixations
putatifs dans la séquence du promoteur d'ALK1 @&amontré comme le facteur clé dans le
niveau basal d'expression d'ALK1 (Garrido-MartinNE. 2010). Sp1l régule aussi le niveau
basal de I'endogline (Botella L. M. 2001). Cettgulétion basale pourrait aussi se faire via le
facteur de transcription KLF6 (Kruppel-Like Fam@y (Garrido-Martin E. M. 2010) (Botella
L. M. 2002). Trois séquences pour la fixation dé-H& (Hypoxia Inducible Factorel ont
aussi été décrites, ce qui corréle avec l'effethypoxie sur I'expression d'ALK1 (Garrido-
Martin E. M. 2010). De plus HIFelrégule I'expression de I'endogline (Sanchez-El3ner
2002). Des sites pour les facteurs de transcriph®l (Activator Protein 1) et NB
(Nuclear Factor of kappa light polypeptide geneagwier in B-cells) suggérent aussi une
régulation d'ALK1 par des cytokines de l'inflammoat{Garrido-Martin E. M. 2010).
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Un rapport de cas montre que l'immunosuppressi€G0& donné a un patient ayant
subit une transplantation hépatique augmente be tendogline et d'ALK1 (Albinana V.
2011). Le Raloxiféene, modulateur des récepteurs @strogénes, augmente aussi le taux
d'ALK1 et d'endogline sur des cellules endothé&liae culture (Albinana V. 2010).

Enfin, ALK1 a été montré plus exprimé dans la wesisation des rétindsll4 +/- par
rapport aux sauvages (del Toro R. 2010). L'augnientalu nombre de "tip cells" dans les

rétines des souris hétérozygotes suggere qu'ALKImstement exprimé dans les "tip cells".

3.2L'endogline, co-récepteur impliqué dans la sigasts ALK1

3.2.1 Historique et sites d'expression de I'endogline

L'endogline (également appelée CD105) fut initredat identifiée par un anticorps
monoclonal (44G4) dirigé contre une lignée celhdaré-lymphoblastique B (Quackenbush
E. J. 1985). Le clonage de l'endogline a eu lieul®®0, ce qui a permis de caractériser
I'endogline en tant que glycoprotéine transmembrari@ougos A. 1990).

La localisation de l'endogline sur les cellulesi@héliales fut mise en évidence en
1986 soit un an apres son identification (Quackehbd. J. 1986), et confirmée en 1988
(Gougos A. 1988). Des études plus poussées ontigpeaten montrer une expression de
I'endogline dans les cellules endothéliales desseaux du sac vitellin, de l'aorte dorsale, et
du tube cardiaque primitif entre E 7.5 et E 8.5ir&rE 9.5 et E 13.5, I'expression est
retrouvée dans les cellules endothéliales de Igombr(Jonker L. 2002). Lors de
'embryogenése humaine, I'endogline est exprimés tendothélium vasculaire entre "%
et la 8™ semaine de la grossesse (Qu R. 1998), ainsi gue lda syncytiotrophoblastes
(Gougos A. 1992). A l'age adulte, I'endothélium nonasculaire exprime fortement
I'endogline (Wong S. H. 2000). L'expression dedtiine est hétérogene dans I'endothélium
vasculaire. Ainsi, I'expression de l'endogline feste dans les endothéliums soumis a une
angiogenese active, comme lors d'une situatiosheimie, d'une réponse inflammatoire ou
encore lors de la croissance tumorale (Burrows E995) (Szekanecz Z. 1995) (Duff S. E.
2003). De plus, dans une situation basale, lI'emmgi'a pas une expression uniforme a

I'intérieur méme des organes, comme ce fut démauné le foie (Sawabe M. 2001) ou le
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Figure 56 : Différents complexes de signalisation de I'endoglkn

L'endogline peut lier les complexes de signalisatie TGFB, BMP2, BMP7, BMP9/10 et
aussi de l'activine (complexe non représenté). &#sns activatrices ou inhibitrices sont
discutées (voir texte). L'endogline est indispelesab complexe TGB/ALK1/ALKS5 (fleche
rouge). L'endogline seule ne lie pas les ligandseggté BMP9/10.



poumon. Ainsi, dans le poumon, I'endogline est filuement exprimée dans les capillaires,
plus faiblement dans les veines et uniquement @snsranches artérielles distales (Mahmoud
M. 2009).

D'autres cellules expriment I'endogline, comme rfremocytes, les cellules souches
hématopoiétiques, les cellules conjonctives, lesatkicytes, les fibroblastes, les
syncytiotrophoblastes et les cellules de musckeeli€Gougos A. 1988) (Lastres P. 1992)
(O'Connell P. J. 1992) (Rokhlin O. W. 1995) (AdamJP 1998) (Chen C. Z. 2002) (St-
Jacques S. 1994).

3.2.2 Complexe de signalisation de I'endogline

L'endogline est exprimée a la surface des cellsbess la forme d'un dimere covalent
(présence d'au moins un pont disulfure interchaine)

L'endogline peut lier TGB4, TGF$2 lorsque ces ligands sont déja liés spRZ ;
Activine-A et BMP7 lorsque ces ligands sont liés #«tR2A ou B ; ainsi que BMP2
lorsqu'elle est liée a ALK3 ou ALK6 (Barbara N.199). L'endogline peut lier BMP9 sans
que cette cytokine soit déja liée par un de cesptéars(figure 56) (Scharpfenecker M.
2007).

Les études de l'effet de I'endogline sur la sigaibn TGFB sont contradictoires.
Ainsi, plusieurs groupes ont montré un effet inteibr des deux isoformes de I'endogline sur
la signalisation du TGB- (Lastres P. 1996) (Letamendia A. 1998) (Li C. 2800Guo B.
2004). Le groupe de Peter ten Dijke a montré guoealidation de I'endogline par siRNA
dans des MEECs diminuait I'activation de la voiea8ii5/8 et augmentait I'activation de la
voie Smad2/3 en réponse a TGF- par contre dans des MEECs dérivées d'embryons
hétérozygotes pour I'endogline, les deux voies Semad diminuées en réponse a T/BF-
(Lebrin F. 2004). Cette opposition peut s'expligyer limmortalisation des cellules
hétérozygotes alors que les cellules sauvagesnétgaedées primaires ainsi qu'une adaptation
des souris, le niveau d'ALK5 étant inférieur da@s $ouris hétérozygotes par rapport aux
souris sauvages (Lebrin F. 2004). Pece-Barbaraaiiussi des MEECs, dérivées d'embryons
sauvages et invalidées pour I'endogline puis imafieées, et n‘obtint pas les mémes résultats
puisqu'elle ne nota pas d'effet de I'endoglindasupie Smad2/3 et nota un effet inhibiteur de
I'endogline sur la voie Smad1/5/8 (Pece-Barbar2®05). La aussi les lignées cellulaires
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Figure 57 : Effet différentiel des deux isoformes @ I'endogline sur la signalisation

ALK1/ALKS.
La forme longue de l'endogline (L-Endogline) augteela voie ALK1 et inhibe la voie

ALKS5, tandis que la forme courte de I'endoglineHi&dogline) augmente la voie ALKS et a
ne stimule pas la voie ALK1. D'apres (Lopez-NovoiJ2010).



utilisées ainsi que les conditions de culture semtbinfluencer grandement les résultats
obtenus.

Les effets peuvent aussi varier en fonction datlée phosphorylation de I'endogline.
En effet, I'endogline peut étre phosphorylée parKBLet TBR2, ce qui diminuerait
l'interaction de l'endogline avec ces récepteursie(fero-Esteo M. 2002). Une autre
explication sur les résultats contradictoires reégidns le ratio entre les deux isoformes de
I'endogline, S-endogline ayant une affinité plugedgour ALKS que pour ALK1 (Blanco F.
J. 2008) et inversement pour L-endogline (Blanco JF. 2005). Ainsi, S-endogline
augmenterait la signalisation ALK5, alors que L-agithe inhiberait cette signalisation. Par
contre L-endogline stimulerait la signalisation ALKt S-endogline n'aurait pas d'effet sur
cette voie(figure 57)(Blanco F. J. 2008) (Velasco S. 2008). Le ratitrteesges deux formes
variant en fonction des conditions de culture (nmnbde passages, cellules
primaires/immortalisées,...) (Blanco F. J. 2008), desniéres peuvent considérablement

influencer les résultats des études de I'endoglinées voies Smad.

3.2.3 Effets cellulaires de I'endogline

Comme pour ALK1, les résultats d'étude de I'etfet'endogline sur la migration et la
prolifération des cellules endothéliales sont caxdfititoires. Sanz-Rodrigues et collaborateurs
ont surexprimé l'endogline dans une lignée de lesllandothéliales bovines (GM7372) et ont
montré une inhibition de la migration des cellukxsdothéliales par l'endogline (Sanz-
Rodriguez F. 2004). De plus, d'autres équipes tilisaides cellules endothéliales dérivées
d'embryons de souris invalidées pour I'endoglinenétobtenu une hyper-prolifération (Pece-
Barbara N. 2005) et une augmentation de la migrgtiee N. Y. 2007). Cependant, d'autres
groupes, dont celui de Peter ten Dijke, ont trogué les cellules endothéliales dérivées
d'embryons de souris hétérozygotes ou isolées t&r plar I'aorte de souris hétérozygotes
avaient des défauts de prolifération et de mignatieebrin F. 2004) (Jerkic M. 2006).

Des études ont permis de montrer qu'ALK1 phospadigndogline sur des résidus
thréonine (Koleva R. I. 2006) et qu'un de ces &si(T 650) interagit avec Ig-arrestine-2
(Lee N. Y. 2007). Or, un mutant T650A de I'endoglperd cette possibilité d'interaction, ce
qui a pour conséquence une augmentation de la pbodation de Erk dans les cellules
endothéliales couplée a une augmentation de legration. La phosphorylation sur cette

thréonine par ALK1 semble donc induire une intecacentre I'endogline et IB-arrestine-2
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Figure 58 : Structure cristallographique du dimére mature de BMP9.
D'aprés (Brown M. A. 2005).



qui inhibe alors la voie Erk et par conséquengarddifération des cellules endothéliales (Lee
N. Y. 2007).

L'endogline participe aussi a l'activité de la N¢hthase endothéliale (eNOS). En
effet, I'endogline permet le recrutement d'eNOSiaeau des caveéoles et permet ainsi son
interaction avec cavéoline-1 et HSP-90, protéimeispensables a la synthese du NO par
eNOS (Jerkic M. 2004) (Toporsian M. 2005). L'exgres d'eNOS est activée par TR4a
ALKS5 et nécessite la présence de I'endodffitgire 64)(Santibanez J. F. 2007).

Enfin, une forme circulante par clivage du domareacellulaire existe. Un fort taux
de cette forme est relié & un mauvais pronostis ¢k cancers ou a une pré-éclampsie dans
la grossesse (Li C. 2000a) (Calabro L. 2003) (Vé&sdtea S. 2006).

3.3BMP9 et BMP10, ligands physiologiques d'ALK1

3.3.1 Historique et structure de BMP9

BMP9, appelée aussi GDF2 pour Growth and Difféation Factor-2, a été
découverte et clonée en 1994 a partir d'ADNc de @ souris (Celeste A. J. 1994). Cette
BMP est apparue comme particuliere puisqu'elletgnei d’homologie par rapport aux autres
BMPs déja connues (autour de 50 % d'homologie eles@aminés entre BMP9 et BMP2, 4,
5, 6, 7, 8). BMP9 est composée de 429 acides arnordsenant un peptide signal de 22 acides
aminés, un prodomaine de 295 acides aminés etéagienr mature de 108 acides aminés.
Apres clivage par une sérine endoprotéase, la farmagire dimeérique reste associée au
prodomaine, sans avoir d'effet sur son activiteefCic. 2003) (Brown M. A. 2005). La
structure cristallographique de BMP9 a été réalese2005 par I'équipe de Browingure 58)
(Brown M. A. 2005). BMP9 est retrouvée dans le faplte, ainsi que dans le systéme
nerveux central de la souris a partir de E 14 esdies ostéoblastes humains (Song J. J. 1995)
(Lopez-Coviella I. 2000) (Miller A. F. 2000) (Supieyasri S. 2006).

BMP9 peut lier directement ALK1 (David L. 2007&charpfenecker M. 2007) ainsi
gue l'endogline (Scharpfenecker M. 2007) (Castopdria2011), et ALK2 mais uniquement
en présence de BMPR2 ou ActR2 (Scharpfenecker BIZ)20
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3.3.2 Effets de BMP9 sur les cellules endothéliales

Les effets de BMP9 sur les cellules endothélialegtro sont controversés. En effet,
deux groupes ont publiés des effets anti-angiogesigde BMP9 (David L. 2007a)
(Scharpfenecker M. 2007). Le premier groupe a néogtre BMP9 inhibe la migration des
cellules endothéliales (lignée HMVECd) dans un tiessblessure d'une couche confluente de
cellules endothéliales et inhibe la prolifératiailalaire (David L. 2007a). Le second groupe
confirma ces deux inhibitions (migration et pral#gon) sur des cellules endothéliales
(lignée BAEC) stimulées par du FGF2. (Scharpfenedke 2007). Par contre, BMP9 est
décrit comme pro-angiogénique par induction de raliferation de plusieurs lignées de
cellule endothéliale, ainsi que dans la vasculaosal'un implant de Matrigeh vivo et dans
un modele de tumeur pancréatique (Suzuki Y. 201€3. auteurs ont utilisés trois lignées
cellulaires : les MESECs (Mouse Embryonic-Stem-delived Endothelial Cells), les TECs
(Tumor Endothelial Cells), ainsi que les NECs (Nakntissu Endothelial Cells). Les
différences entre les lignées utilisées et leunsditmns de culture peuvent expliquer ces
résultats opposés.

Une publication récente du groupe suédois de &trd& montre des effets complexes
entre TGFB et BMP9 sur les cellules endothéliales. En eféet,auteurs montrent un effet
synergique de BMP9 et TGFsur des HUVECs : TGB-et BMP9 seul ayant un effet anti-
prolifératif et la combinaison des deux facteurartgnt un effet pro-prolifératif. De plus, les
auteurs montrent qu'une stimulation des cellule®#liales par TGB-et BMP9 induit une
sensibilisation des cellules aux facteurs angiog@oenme le VEGF et le FGF2 (Cunha S. .
2010). Cependant, ces données surprenantes n'snipgpaétre confirmées dans notre
laboratoire, TGH n'inversant pas l'effet anti-angiogénique de BMIe@rit précédemment
par notre laboratoire (données non publiées).

Enfin, BMP9 a été montrée par notre laboratoirenm@ circulante a des doses
biologiquement actives. La dose moyenne de BMP$ dansérum humain est de 5 ng/mL,
ce qui est bien supérieur a I'eg@45 pg/mL) (David L. 2008). Les effets anti-angtogques
de BMP9 décrits par le laboratoire dans des fastitro ont été confirmés par un modéte
vivo, BMP9 ayant inhibé l'angiogenése induite par F@&2s une éponge implantée en sous-
cutané chez la souris. Un réle vasoconstricteuBM®9 sur les vaisseaux de la membrane

chorioallantoidienne de I'embryon du poulet a étiiné (David L. 2008). BMP9 est aussi
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capable d'inhiber la formation d'un réseau de lsslendothéliales a partir de métatarses de
foetus murins de 17 jours stimulés avec du VEGFd§éanecker M. 2007).

3.3.3 Cibles transcriptionnelles d'ALK1/BMP9

Quatre études transcriptomiques ont été réaliddemtir de cellules endothéliales en
culture infectées avec un adénovirus codant poufJAtonstitutivement actif (Ota T. 2002)
(Lamouille S. 2002) (Wu X. 2006) (Lux A. 2006). lautre groupe a utilisé des cellules
endothéliales du cordon ombilical de nouveau-nétepss de mutations HHT-1 ou HHT-2
pour une étude transcriptomique (Thomas B. 200&%. données de ces transcriptomes sont
parfois contradictoires. Néanmoins, certains eftedascriptionnels ont pu étre mis a jour.
Ainsi, ALK1 induit les genesdl et Id2, EndothélinelJagged]l Smad6, SmadEndoglineg
BMPR2 Les inductions des genddl et 2, Smad6 et ,7Endoglineet BMPR2 ont été
confirmées par la stimulation de cellules endothés par BMP9 et BMP10 (David L.
2007a).L'effet d'ALK1 sur I'expression du VEGF dans ledludes endothéliales n'est pas
clair. En effet, une étude transcriptomique le winduit (Wu X. 2006) tandis qu'une autre le
trouve inchangé (Ota T. 2002). Une étude sur dides endothéliales aortigues humaines et
bovines stimulées par du BMP9 montre une diminudanVEGF, alors que les tissus des
souris hétérozygotes po&CVRL1ont un taux de VEGF plus important que les sauwage
(Shao E. S. 2009). Ces données suggerent une tiohiddu VEGF par BMP9/ALK1.
L'induction de I'endothélinel par la voie ALK1 & éonfirmée lors d'une stimulation de
cellules endothéliales par BMP9 (Star G. P. 201n)fin, soulignons que les effets
transcriptionnels de BMP9 semblent étre différeamsfonction du récepteur de type 2 du
complexe (Upton P. D. 2009). En effet, la présetedMPR2 permet la phosphorylation de
la voie Smadl1/5/8, linduction de linterleukinee8 de la E-sélectine, et a une action
antiproliférative. Par contre, la présence d'ActR#&4met la phosphorylation des deux voies
Smad (méme si la phosphorylation de Smad2 est bedviaible) et n'a pas d'action
antiproliférative(figure 38D)
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3.3.4 Autres effets de BMP9

Plusieurs effets de BMP9 sur des cellules non tétlales ont été décrits dans la
littérature.

Le premier rbéle concerne l'effet inhibiteur de BMPur la prolifération de
progéniteurs hématopoiétiques. Cependant, cet effatble indirect et passerait par la
sécrétion de TGB-induit par BMP9 (Ploemacher R. E. 1999).

BMP9 a aussi un effet chondrogenique et ostéogenifjinsi, I'injection d'adénovirus
exprimant BMP9 ou l'injection de recombinant BMR®z le rat ou la souris permet de
réparer des lésions osseuses. BMP9 a méme un pastébgenique supérieur a celui de
BMP2, 4, 6 ou 7 (Alden T. D. 2000) (Helm G. A. 20@QUarady P. 2001) (Li J. Z. 2003a) (Li
J. Z. 2003b) (Li J. Z. 2003c) (Li J. Z. 2005) (MilR. L. 2005) (Takahashi T. 2007). L'effet
chondrogenique de BMP9 a été demontré et s'effetaiénduction de MMP-2 (Bergeron E.
2007). BMP9 induit aussi la différenciation ostéangée des cellules souches
mésenchymateuses (CSMs) (Majumdar M. K. 2001).eCiettluction passe par ALK1 et
ALK2, récepteurs exprimés par les CSMs (Luo J. 20dt0est potentialisée par l'acide
rétinoique (Zhang W. 2010). BMP9 serait aussi iqu#e dans l'ossification hétérotopique
musculaire, en induisant l'ossification d'un musglees une blessure (Leblanc E. 2010).

BMP9 a aussi des effets sur le systeme nerveukatefn effet, BMP9 est un
puissant inducteur de la différenciation des prdgéns neuronaux en neurones
cholinergiques (Lopez-Coviella I. 2000). BMP9 indaussi la sécrétion du NGF par une
sous-population des neurones cholinergiques dweaarantérieur basal qui expriment ALK1
(Schnitzler A. C. 2010).

Enfin, BMP9 aurait des effets sur le métabolisragytlicose et du fer. Concernant le
glucose, l'injection de BMP9 réduit la glycémierdes diabétiques par induction de l'insuline,
ce qui le place en premier facteur hépatique réguta taux de glucose sérique (Chen C.
2003) (Caperuto L. C. 2008). Dans la premiere étB8&P9 induit aussi des enzymes clés du
métabolisme lipidique (Chen C. 2003). BMP9 a aé$8idécrite comme le responsable du
taux de sécrétion basale de I'hepcidine par lekilegl du foie, protéine clé dans le
métabolisme du fer (Truksa J. 2006) (Babitt J. Q02). BMP9 est ainsi l'inducteur le plus
puissant connu a ce jour de I'hepcidine (Lin L. 200
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3.3.5 Effets de BMP9 sur les cellules tumorales

Deux études récentes ont mis en lumiére un e#eBMP9 sur certaines cellules
tumorales.

Un premier groupe donne un rble pro-apoptotiqueBt#P9 dans le cancer de la
prostate (Ye L. 2008). D'apres les travaux pubB¥MP9 induirait Par-4 (Prostate Apoptosis
Response-4) dans les cellules tumorales de prostatgui aboutirait a I'apoptose de ces
cellules. Cependant, ces travaux sont critiqualeleses résultats doivent étre pris avec
réserve. En effet, les auteurs commencent par @oguoe diminution de l'expression de
BMP9 dans les tumeurs prostatiques. Cependam)ysmpar RT-PCR semi-quantitatives de
différentes lignées cellulaires de cancer prodtatinge comporte pas en controle des cellules
prostatiques primaires et aucun contréle négagistnproposé. De plus, les marquages en
immunohistochimie sur une prostate saine et surtumeur prostatique ne sont pas positifs
de maniére flagrante. Aucune analyse des surnagelast cellules en culture, qui d'aprés
I'analyse en RT-PCR exprimeraient BMP9, n'a étécafe. Enfin, l'induction de Par-4 par
BMP9 a été montrée sur des cellules en culture desdoses de BMP9 tres élevées (20 a 40
ng/mL) ce qui montre une faible réponse des cdllyiostatiques pour BMP9. Dailleurs,
ALK1 est absent de ces cellules (la présence d'Alt&@epteur le plus proche d'ALK1, n'a
pas été testée). Seul ALK6 semble présent, maisBdpeu d'affinité pour ce récepteur, d'ou
la faible réponse de ces cellules pour BMP9.

La seconde étude a permis de révéler un réle girfgpatif de BMP9 sur des cellules
immortalisées de I'épithélium ovarien et sur dgades de cellules cancéreuses ovariennes.
Les travaux révelent I'implication d'’ALK2, et nofAtK1, et de la voie Smadl pour cette
induction. Une analyse intéressante de biopsidardeurs ovariennes révélent que 25 % des
tumeurs ovariennes sécretent du BMP9, qui devitars ain facteur autocrine, alors que

I'ovaire saine ne secrete pas de BMP9 (Herrer®@9)2
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3.3.6 BMP10 : un ligand physiologique d'ALK1 peu connu

BMP10 a été clonée en 1999. BMP10 fut alors treyméncipalement dans le coeur
embryonaire et adulte, et faiblement dans le foiesepoumons (Neuhaus H. 1999). Pendant
le développement cardiaque, BMP10 est expriméesittarement dans le myocarde du
trabécule ventriculaire (entre E 9 et E 13.5). &frl6.5 et E 18.5, BMP10 est uniquement
exprimée dans les oreillettes, et son expressiorrestreinte a l'oreillette droite apres la
naissance ou elle inhibe la prolifération des @argiocytes et la croissance cardiague (Chen
H. 2004) (Chen H. 2006). BMP10 jouerait aussi ufe r@ans I'hypertrophie cardiaque
consécutive a une hypertension. Cependant, daeasc®MP10 induirait une prolifération
des cardiomyocytes (Nakano N. 2007).

BMP10 est un ligand physiologique d'ALK1 (David 2007a), mais elle n'a pas étée
décrite jusqu'a présent comme circulante.

Deux études décrivent un réle de BMP10 dans leazaiha premiére étude donne un
réle pro-apoptotique pour BMP10 sur les cellulescéaeuses prostatiques. Cette étude a été
faite par le méme groupe que I'étude montrant Uttidn de l'apoptose des cellules
prostatiques par BMP9 (Ye L. 2009). La structugs tproche des deux ligands BMP9 et
BMP10 permet de ne pas étre surpris de cette atioelentre les effets de BMP9 et de
BMP10. Cependant, j'émets les mémes réserves s ésultats concernant BMP10 que
celles que j'avais évoquées sur leur étude avecBNMBtamment sur I'expression de BMP10
dans la prostate saine. Le méme groupe a pubkdfeinde BMP10 sur l'agressivité du cancer
du sein, ot BMP10 limiterait la croissance tumostiéa dissémination métastatique (Ye L.
2010). Cependant, un manque de rigueur apparasi dass ces travaux. L'expression de
BMP10 dans la glande mammaire saine est peu caa@m le marquage en
immunohistochimie montrant des structures fortemmarquées, sans aucun contréle de
spécificité des anticorps. Le marquage détectét éemtreint a des structures particulieres
(non commenté), la comparaison avec les marquages ks tumeurs s'avere complexe
puisque potentiellement dépendante des zones @eseri/analyse par RT-PCR quantitative
est aussi peu fiable. En effet, aucun controle tifegast disponible, le nombre de copies est
faible, avec une grande variabilité dans I'analyse tissus sains, et aucun géne rapporteur
n'est utilisé ce qui ne permet pas d'exclure diéérehces d'efficacité de la rétrotranscription
(RT). Enfin, la croissance de tumeurs surexprimBMP10 dans les souris n'est pas
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significativement différente de la croissance desdurs contrdles, ce qui met en doute I'effet
de BMP10 sur la croissance tumorale que les auteulsnt mettre en lumiére.

4. La voie ALK1 et le cancer

Malgré les zones d'ombre nombreuses sur le rodKd dans l'angiogeneése,
plusieurs laboratoires pharmaceutiques dévelopgestinhibiteurs de la voie ALK1. Ainsi,
Pfizer développe un anticorps monoclonal humanis@édcontre ALK1 ; Genentech et
Acceleron Pharma utilisent une protéine de fusiotmeele domaine extracellulaire d’ALK1
(ALK1ecd) et la partie Fc des immunoglobulines (Al-Kc). Le produit de Pfizer a montré
une efficacité en retardant le développement deamo@éhes et de tumeurs mammaires chez la
souris (Hu-Lowe D. D. 2011). Les chercheurs d'Aeaet Pharma ont montré aussi
I'efficacité de leur molécule sur des modéles deeade pancréas et de tumeurs mammaires.
Notons que leur protéine de fusion ALK1-Fc ne las prGFg, initialement décrit comme
ligand d'ALK1, mais lie et inhibe BMP9 et BMP10 (efhell D. 2010). Les deux produits
précédemment cités sont actuellement en essaguéiniEnfin, une équipe de Genentech a
démontré que bloquer ALK1 altére aussi la lymphaggnése, ce qui pourrait augmenter
I'intérét de ces molécules dans le traitement dasars (Niessen K. 2010).

ALK1 pourrait aussi étre utilisé comme biomarqudtm effet, le nombre de cellules
endothéliales circulantes est augmenté dans le dangatients atteints de cancer. Or, ces
cellules expriment ALK1. Des tests clinigues sont aours pour valider ALK1 comme
marqueur de l'avancée d'un cancer (Mancuso P. 2009)

L'endogline soluble est aussi testée pour blotjaegiogenése tumorale. L'endogline
soluble est capable de lier et de neutraliser BMPBMP10 dans le sérum (Castonguay R.
2011). Elle a une action anti-angiogénique sur uodéte murin de cancer du colon
(Castonguay R. 2011).
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5. Implication d'autres membres dans l'angiogenése

GDF5 (également appelé BMP14) a été la premier® Bcrite comme ayant un réle
sur l'angiogeneése. GDF5 augmente l'angiogemesévo et accélere la prolifération des
cellules endothéliales (Yamashita H. 1997).

BMP2 n'a pas eu d'effet dans le test de la CAM®la cornée de lapin (Yamashita H.
1997). Cependant, BMP2 stimule I'angiogenése tumetda vascularisation d'un implant de
Matrigel ou d'une éponge (Langenfeld E. M. 2004idR M. 2005). Les effets de BMP2 sur
la prolifération et la migration des cellules ertditales sont variables en fonction des lignées
cellulaires utilisées (Langenfeld E. M. 2004) (Ratmmer T. 2007) (Raida M. 2006)
(Teichert-Kuliszewska K. 2006) (de Jesus Perez \2099) (Willette R. N. 1999).

BMP4 induit I'angiogenése dans le test de la CARdnoshebi L. N. 2000) (Stabile H.
2007). Des billes relarguant du BMP4 dans I'embrgencaille augmente le nombre de
vaisseaux sanguins (Nimmagadda S. 2005). BMP4timdigsi la prolifération et la migration
des cellules endothéliales (Suzuki Y. 2008) (Ratimim@r T. 2007) (Stabile H. 2007).
Cependant, l'injection au travers de la cornéeatlinduit I'apoptose de cellules endothéliales
de la membrane pupillaire (Kiyono M. 2003). BMP4duit I'apoptose des cellules
endothéliales veineuses et de capillaires, tangiésles cellules artérielles sont protégées de
cet effet apoptotique (Kiyono M. 2006). Cette difiéce est une conséquence de l'expression
différentielle des Smads inhibitrices (Kiyono M.0K).

BMP6 induit la migration de cellules endothéliaggsculture ainsi que leur formation
de structures tubulaires (Valdimarsdottir G. 2002n R. 2007).

BMP7 induit I'angiogenése dans le test de la CAMaeprolifération de cellules
endothéliales en culture (Ramoshebi L. N. 2000ai&t H. 2007) (Teichert-Kuliszewska K.
2006).

Une forme constitutivement active d'ALK2, ALK3 &LK6 induit la prolifération de
cellules endothéliales et la formation de structubailaire (Valdimarsdottir G. 2002).

BMP2, BMP4 et BMP7 inhibent aussi la prolifératides cellules de muscle lisse, et
induisent la migration de ces cellules ainsi que tfférenciation (Nakaoka T. 1997) (Dorai
H. 2000) (Morrell N. W. 2001) (Lagna G. 2006). Cegant, BMP4 n'a pas le méme effet sur
la prolifération des cellules de muscle lisse pulaite en fonction de l'origine (proximale ou
périphérigque) de ces cellules (Yang X. 2005).
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Partie 4 : Deux maladies vasculaires de la voie TGF -p : la maladie de

Rendu-Osler et I'hypertension artérielle pulmonaire

Des mutations dans la voie de signalisation de lonesnde la famille TGB-ont été
observées pour difféerentes maladies dont deux neslacgsculaires : la maladie de Rendu-
Osler (également appelée HHT pour Hereditary Hadmgic Telangiectasia) et
I'hypertension artérielle pulmonaire. Je vais degtte partie présenter les symptdmes de ces
maladies, les génes impliqués, les méthodes deaktg, ainsi que les modeles d'étune

Vivo et les connaissances moléculaires de ces patbslogi

1. La maladie de Rendu-Osler

La maladie a été décrite pour la premiére fois ypradermatologue francais, Henri
Rendu, en 1896. La description a été complétéapanédecin canadien, William Osler, en
1902 et par un dermatologue anglais, Frederick é3a/eber, en 1907. Elle a été
immédiatement rebaptisée HHT pour Hereditary Hehawic Telangiectasia, par 'américain

Hanes en 1909. Cette partie exposera les connaessantuelles sur cette pathologie.

1.1 Symptomes et diagnostic clinique

Les symptdomes de la maladie n'apparaissent pasi@ssance, mais se développent
avec l'age, généralement a partir de 30/40 ansciises diagnostiques ont été établis lors
d'une conférence de consensus a Curagao (Shovli.. 2000). Quatre critéres sont
observés : 1) la survenue d'épistaxis (présentz 86e% des patients), 2) la présence de
télangiectasies (dilatations des petits vaisseauiplperiques) au niveau de la peau ou des
mugueuses buccales (présentes chez 84 % des patBritatteinte viscérale (télangiectasies
pouvant étre hémorragiques du tube digestif etiswlés artério-veineuses dans certains
organes), 4) I'histoire familiale (positive chez %8 des patients) (Plauchu H. 1989). Un
patient est déclaré malade s'il est positif poumnenins trois des critéres, et suspect s'il est

positif pour deux critéres (Dupuis-Girod S. 2010).
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Figure 59 : Symptdmes de la maladie de Rendu-Osle

A : Imageries des fistules artério-veineus@sFistule pulmonaire par angiogramme. Pointe
blanche : artére, fleche : fistule, pointe noirgeine. @ Fistule cérébrale (fleche) avec
dilatation d'une veine (pointe) par IRK. Fistules artério-veineuses de la moelle épiniare p
angiogramme® Artere hépatique dilatée et tortueuse par angiogre. D'aprés (Jaskolka J.
2004).

B : Télangiectasies cutanée sur un patient. D'd@msivasan S. 2003).

C : Représentation schématique d'une évolution délaagiectasie cutanée. A : Artére, V :
Veine, C : Capillaires. La premiére étape est lm@takion des veines. La disparition
progressive des capillaires se produit alors. Aalfles artéres sont dilatées et directement
connectées aux veines dilatées. D'aprés (Guttmacher1995).



Les épistaxis sont spontanées, irréguliéres, ikgrites. Elles entrainent souvent une
anémie et une asthénie et sont socialement génardagmie résultante de ces saignements
oblige le patient a une reconstitution continuelles réserves de fer (parfois via des
transfusions). Elles sont dues a des télangiestdssséminées dans la tache rouge nasale. Les
télangiectasies cutanées et muqueuses, souvehtéesaau niveau du visage, des doigts et
des muqueuses buccales (lévres, langue), atteigmsiite I'estomac et accessoirement
l'intestin. Une télangiectasie peut aussi évoluer ggossissant a cheval sur la jonction
capillaire gu’elle élargit, créant ainsi un shurteeo-veineux : c'est la fistule artério-veineuse
(figure 59) Elles se manifestent principalement dans l'imede foie, les poumons ou le
systeme nerveux central. Les manifestations clesggont trompeuses et dépendent du
nombre, de la taille et de la localisation de tcstsites (Bailly S. 2010).

1.2 Génétique de la maladie de Rendu-Osler

Trois génes sont responsables de cette patholaggrande majorité des cas (> 80 %)
est causée par des mutations du deéN6&, codant pour I'endogline et responsable de HHT-1
(McAllister K. A. 1994), ou du géenACVRL1 codant pour ALK1 et responsable de HHT-2
(Johnson D. W. 1996). Des mutations MADH4, codant pour Smad4, sont retrouvées sur
des patients atteints d'une combinaison du syndaeria polyposie juvénile (causé aussi par
des mutations d'ALK3) et HHT (Gallione C. J. 200B6gs génes appartiennent donc a la voie
de signalisation de la famille TGFprésentée préecédemment. Il existe au moins deonssge
non identifiés responsables de "formes pures” demdidie. HHT3 est causé par un géne
porté par le chromosome 5q (Cole S. G. 2005) (Govafs. 2010) et HHT4 par un géne du
chromosome 7p (Bayrak-Toydemir P. 2006).

Plusieurs études montrent que les enfants dorttdes parents sont affectés avec un
méme géne muté (mais dont la mutation n'est pagrwent identique) sont soumis a une
létalité in utéro ou infantile lorsqu'ils recoivenieux alleles mutés (Snyder L. 1944)
(Karabegovic A. 2004) (El-Harith el H. A. 2006) (\Wierchak W. 2010).

Une des caractéristiques de cette pathologieaapgtihde variabilité des symptomes et
de leur gravité a l'intérieur méme d'une familleggérant que d'autres facteurs génétiques
inconnus ou que des facteurs environnementaux einfent le phénotype HHT. Les
corrélations phénotype-génotype entre les typegcies HHT-1 et HHT-2 ne portent que sur

le pourcentage respectif des diverses complicatgqpigpeuvent toutes étre présentes avec
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Figure 60 : Répartition des mutations HHT sur les gnes codant pour I'endogline (A) et
ALK1 (B).

Seules les mutations pathologiques localisées mnexons et répertoriées dans la base de
données internationale des mutations HHT (www.hiéitan.org) sont représentées.



chaque géne. Plusieurs études existent sur ce dajee citerai ici que I'étude la plus vaste,
menée sur 93 patients HHT-1 et 250 patients HHi§s2is du réseau franco-italien de Rendu-
Osler. Cette étude montre une prévalence desdssfullmonaires chez les patients HHT-1
(34,4 % des patients HHT-1 ont des fistules symptaques, contre 5,2 % pour les HHT-2 ;
et 54 % des patients HHT-1 ont des fistules pulmieaanon symptomatiques, contre 12,8 %
pour les HHT-2), tout comme pour les fistules dstéme nerveux central (7,5 % des patients
HHT-1 atteints, contre 0,8 % des HHT-2). Par cqrie hémorragies gastrointestinales sont
plus fréquentes pour les patients HHT-2 (16,4 %® paur les HHT-1 (6,5 %) et seuls des
patients HHT-2 développent des fistules hépatiquesca G. 2007). Notons aussi que les
femmes ont des symptdbmes plus graves que les hgmanese qui concerne les fistules
pulmonaires et hépatiques (Lesca G. 2006) (Lettebo@&. 2006) (Garcia-Tsao G. 2007). Les
manifestations hépatiques qui nécessitent unepiamsation de foie sont d'ailleurs retrouvées
presque exclusivement sur des patientes (Garcia-13a 2007). Ainsi, sur les quinze
derniéres transplantations hépatiques réalisée€tilu de Lyon sur des patients HHT,
quatorze ont été réalisées sur des femmes (comatiams personnelles avec les médecins du
service de génétique). Enfin, la pénétrance dee cmidladie augmente avec l'age pour
atteindre 97 % a 60 ans (Plauchu H. 1989).

Plus de 600 mutationsACVRL1ou dENG ont été décrites (cf. la base de données des
mutations HHT : http://www.HHTmut.orgffigure 60) Tous les types de mutation sont
retrouvés : délétions, insertions, faux-sens, rens®t mutations d'un site d'épissage (Govani
F. S. 2009).

Quatre études ont montré en 2011 des cas de mmsaig ces patients atteints de la
maladie (McDonald J. 2011) (Lee N. P. 2011) (BestHD 2011) (Eyries M. 2011). Le
mosaisme se définit par la présence de deux pamasatellulaires aux génotypes différents
dans un individu qui s'est développé a partir ddeaf fertilisé (Austin K. D. 1992). Le
mosaisme résulte de la mutation d'une cellule mitetnent active dans le foetus qui
engendre une population de cellules filles portewd® la mutation, tandis que les cellules
filles issus des autres cellules mitotiguementvastne sont pas porteuses de la mutation. Les
patients sont donc hétérozygotes (WT/Mut) dansacers cellules et homozygotes (WT/WT)
dans d'autres. Des cas de mosaisme ont été rappotédes patients sans histoire familiale
avec HHT. Suivant le taux de cellules porteusem aeutation dans le patient, la détection du
mosaisme est plus ou moins difficile et peut nétde prélevement de cellules de différents
tissus (sang, cavité buccale, follicules pille&yivant le stade embryonnaire ou la mutation

s'est produite et les types de cellules atteitdss;ellules germinales peuvent étre atteintes ce
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Figure 61 :Modeles animaux pour HHT.

A : Les souris hétérozygotes pour I'endogline darferid génétique 129/0Ola présentent des
télangiectasies au niveau des oreilles (flechegasuet des saignements de la muqueuse
nasale (fleche noire). D'aprés (Bourdeau A. 1999).

B : Les souris hétérozygotes pour ALK1 présenterdes Iésions vasculaires sous les griffes
(fleches), @ des télangiectasies sur la langue (flecl@&)des lésions vasculaires dans les
poumons (cercles)® des nodules et des hémorragies (h) hépatiques cateins lobes
(fleche). D'aprés (Srinivasan S. 2003).



qgui entraine une possible transmission dans laeddsnce du patient. Des mutations
d'ACVRL1et dENG ont été rapportées chez ces patients. Un casratasprovient d'une
patiente sans histoire familiale avec HHT et pa@tewle deux mutations ACVRLI :
c.1388del et ¢.1390del (Eyries M. 2011). Il s'dgid'une mutation du méme alléle en deux
mutations différentes suite a une altération ggnétimére qui n'est plus détectable. Cette
patiente présente des cellules hétérozygotes avadi@le sauvage et un alléle porteur d'une
des deux mutations décrites. Les cellules germsnale somatiques de la patiente sont

hétérozygotes.

1.3Modeles animaux d'étude de la maladie de Rendu-Osle

Les implications de l'endogline et d’ALK1 dansni@aladie de Rendu-Osler ont été
confirmées par leur invalidation hétérozygote ddas modéles murins. Les invalidations
totales d'ALK1 et de l'endogline sont létales (&fartie 3, 2.2). Les invalidations
hétérozygotes de ces genes sont par contre viables.

La premiére description d'une invalidation hétggmte a été faite pour I'endogline en
1999. Les souri€ng +/- se développent normalement mais certaines mondentsignes
cliniques relatifs a HHT, comme des saignementseteou des télangiectasi@ggure 61A)

Le fond génétique de la souris semble tres impbppanr la visualisation des symptdmes.
Ainsi, dans un fond pur 129/Ola, 50 % des sokrig +/- montrent des télangiectasies a 7
mois et 30 % montrent des saignements de nez. Bdosd géenétique non pur C57BL/6 -
129/0la, 4 souris sur les 227 observées montrensaignements de nez et 14/227 montrent
des télangiectasies. Enfin, dans un fond CD1 — CB¥B 129/0la, aucune souris ne présente
de symptébme. Le fond génétique 129/0Ola semble garecsensible que les autres au niveau
d'endogline, ce qui permet de penser que des factggmetiques influencent la gravité de la
maladie chez les patients. Cependant, I'hétérogem@s symptdbmes au sein des souris
129/0Ola montre que des facteurs non génétiquaseimdkent aussi le phénotype (Bourdeau A.
1999).

La description de l'invalidation hétérozygote dsflLa été faite en 2003 (Srinivasan S.
2003). Sur les 47 souris étudiées (dans le fonetgpre prédominant C57BL/6), 23 % ont
montré des lésions vasculaires au niveau cutandegtextrémités, 6 % au niveau des
muqueuses orales et 28 % sur des organes intrgee 61B) Les lésions observées sont

des vaisseaux dilatés a la paroi fine et des h&gi@s, notamment intestinales. Ce phénotype
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Controbles Invalidées

Figure 62 : Formation de fistules artério-veineuseslans des souris invalidées pour
ALK1.

A : L'invalidation d'ALK1 dans les cellules endoihfds est induite dans des souris adultes (>
2 mois) et une blessure est réalisée dans le d&ewebilles de latex bleu permettent 8 jours
aprés de visualiser les vaisseaux formés pendaitdarisation. Les souris contrbles générent
un arbre vasculaire classique pour la cicatrisatiandis que les souris invalidées présentent
des fistules artério-veineuses importantes. D'afftagk S. O. 2009).

B : Formation de fistules artério-veineuses (flecheses) dans les zones invalidées pour
ALK1 et stimulées avec VEGF-A dans le cerveau. ¥iisation par injection de billes de
latex. D'aprés (Walker E. J. 2010).



est comparable aux symptoémes de la maladie de R@sldu. Notons aussi que le phénotype
apparait sur des souris agées (1 an minimum), iceogeéle bien avec I'apparition tardive des
symptomes de la maladie. Afin de mieux comprenédredéveloppement de ces lésions
vasculaires tardives, le groupe de P. Oh a rédksésouris dont l'invalidation d’ALK1 est
inductible (la recombinase Cre étant sous le ctmtbun promoteur inductible par le
tamoxifene) (Park S. O. 2009). L'invalidation d'AlLKlans des souris adultes (agées de plus
de 2 mois) est létale en 9 a 21 jours. Les souastrant des 8 jours des signes cliniques de
souffrance avec une perte de poids, une anémieoxygénation du sang en baisse, des
hémorragies intestinales et pulmonaires. Les vegteartéres pulmonaires sont dilatées.
Quelques fistules artério-veineuses sont visiblaasdle tractus digestif et l'utérus. Les
femelles meurent d'ailleurs plus tot (9 a 14 jaayses l'invalidation d’ALK1) que les males
(10 a 21 jours apres l'invalidation). Les auteursaussi réalisé une blessure cutanée sur ces
souris apres invalidation d'’ALK1. Des jonctionsedies entre les artéres et les veines sont
alors visibles dans la zone proche de la blessawe¢c une dilatation des vaisseaux qui
deviennent tortueux(figure 62A) Cette expérience montre l'importance d'un facteur
environnemental (la blessure) pour la formationfa#sles artério-veineuses.

L'effet des facteurs environnementaux qui sontepisbles d'induire des facteurs
angiogénes (comme le VEGF) sur la formation destjons artério-veineuses a été étudié par
deux études similaires effectuées par la méme équig premiere étude utilise les souris
hétérozygote&CVRL1+/- (Hao Q. 2008). Les auteurs injectent dansrlisphére gauche du
cerveau un adénovirus exprimant une forme du VH®Bux semaines apres, une pompe est
installée dans I'hémisphére droit et délivre enmaerence des substances vasodilatatrices
(hydralazine ou nicardipine) qui augmentent le faanguin cérébral. Deux semaines aprés
l'installation des pompes, les souris sont euthéess Les auteurs montrent que
laugmentation du flux sanguin ainsi que I'exp@ssiu VEGF participe a la formation de
dysplasies sur les capillaires. Dans la seconddeéties auteurs utilisent des souris ALK1
"floxé" et injectent un adénovirus exprimant la @eombinase dans le cerveau (Walker E. J.
2010). Un adénovirus exprimant le VEGF est injesttéultanément. Les souris sont sacrifiées
huit semaines apres l'injection. Les auteurs mahars que le VEGF induit dans les souris
invalidées localement pour ALK1 des fistules adéréineuses importantgéigure 62B)
alors que les souris ayant recu la GFP (Green &%gent Protein) a la place de la Cre
recombinase ne présentent pas de fistules en Epan¥EGF. La délétion d'ALK1 seule ne
donne pas non plus de fistules artério-veineusesori$ enfin que cette équipe a injecté

l'adénovirus exprimant le VEGF dans des souris rogy§otes pour I'endogline
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(Hao Q. 2010). lls ont alors obtenu une dysplasisculaire plus forte qu'avec les souris
ACVRL1 +/-, ce qui se correle bien aux symptbmes cérébdms patients HHT, plus
importants pour les patients HHT-1 que pour legeptgd HHT-2.

L'ensemble des modéles animaux pour HHT-1 et HHSxggére fortement le role
d'un "second hit" dans la formation des lésionwiaires consécutives a l'invalidation au
moins partielle d'ALK1 ou de l'endogline. En ce sewdes facteurs environnementaux
induisant I'angiogenese ou des facteurs génétigeiesent a l'origine de l'induction de ces

[ésions.

1.4Etudes fonctionnelles de mutations impliquées dammaladie de Rendu-

Osler

1.4.1 Etudes des mutations de ENG pour HHT-1

Il existe a ce jour 329 mutations pathologiquesensées dans la base de données
HHT (www.HHTmutation.org). Ces mutations sont réjgsren deux types : 1) les mutations
faux-sens (mutation d'un seul nucléotide se traahipar la substitution d'un seul acide
aminé), 2) les mutations qui aboutissent a uneéprettronquée (mutation non-sens ou un
seul nucléotide muté donne un codon stop, insediodélétion aboutissant a un décalage du
cadre de lecture (appelé frameshift) qui aboutih &hangement de plusieurs acides aminés et
a un codon stop prématuré, mutation d'un site sBge entrainant I'exclusion d'un ou
plusieurs exon(s), large délétion ou duplicatiorowissant a une protéine totalement
aberrante). Concernant les mutations du geN&, 20 % sont des mutations faux-sens et
80 % sont des mutations entrainant une protéimgtiee (13 % de mutations non-sens, 42 %
de "frameshift", 16 % de mutations de site d'égies® % de délétions ou duplications
larges). Dans l'analyse des mutations sur lesrgatfeancais, I'étude menée par G. Lesca n'a
détecté que des mutations donnant une protéinguéen(Lesca G. 2006). La prévalence des
mutations se traduisant par une protéine tronqu&té aonfirmée dans lI'ensemble des études
des mutations causant HHT-1.

De nombreuses études ont été réalisées pour déderon modele moléculaire pour
HHT-1. La premiére proposition a été faite un areapga découverte de la responsabilité du
géneENG dans HHT-1. Le groupe de D. Marchuk publia six atiohs aboutissant toutes a
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une protéine tronquée et proposa que la protéoratiee exerce un effet dominant-négatif
sur la protéine normale, aboutissant ainsi a umte getale ou quasi-totale de I'endogline
membranaire (McAllister K. A. 1995). Cependant¢das a des cellules de patients HHT-1
contredit ce modéle des 1997 (Pece N. 1997). Lepgrale Michelle Letarte purifia des
cellules endothéliales de la veine du cordon owdlil{HUVECS) provenant de nouveau-nés
porteurs d'une mutation ENG et des monocytes de patients HHT-1. Les monocytes
expriment I'endogline apres leur différenciationneaicrophagén vitro (Lastres P. 1992). Ce
groupe étudia trois mutations aboutissant a un&ime tronquée. Les auteurs démontrérent
alors que les niveaux d'endogline dans les HUVEZdee monocytes activés de patients
HHT-1 étaient 50 % plus faibles que dans les aedlule personnes saines. Une surexpression
de ces mutants dans des Cos-1 a permis de mongegxpression transitoire de la protéine
tronquée et une incapacité de ces mutants a siexpau niveau de la membrane plasmique.
Ainsi, le modele d'haploinsuffisance avec un effeh dominant-négatif des mutants a été
proposé. Ce groupe confirma leur modele en étudpant les mémes modeles quatre
mutations faux-sens qui ne donnaient pas de pet@embranaire (Pece-Barbara N. 1999).
Depuis, le groupe de Michelle Letarte et plusieastres ont multiplié les études
fonctionnelles des mutationsEtG, confirmant a chaque fois I'haploinsuffisance camm
modeéle de HHT-1 (Shovlin C. L. 1997) (Gallione C1998) (Cymerman U. 2000) (Abdalla
S. A. 2000) (Paquet M. E. 2001).

Il est de nos jours admis que les mutations resgdalas de HHT-1 donnent, soit des
protéines tronquées, soit des protéines dont |atisution d'un acide aminé aboutit a un
changement de conformation important, ce qui a panséquence une dégradation de la
protéine anormale et une expression de l'alleleaggiuniquement, d'ou la réduction de 50 %
du taux d'endogline membranaire chez les pati®hdsons que le taux d'endogline sur les
monocytes de patients HHT-1 varie en fonction @igel'des patients (Fernandez L. A. 2006).
Il est réduit de 50 % par rapport au taux attengluless sujets jeunes (< 40 ans) et diminue
ensuite. Cette diminution peut expliquer I'ageitatpparition des symptomes. L'absence de
sujets contrbles pour chaque age dans cette éaudeus permet pas de savoir si les patients

ont toujours 50 % d'endogline en moins par rappoxtsujets non atteints.
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1.4.2 Etudes des mutations d'ACVRL1 pour HHT-2

La base de données des mutatioACYRL1recense actuellement 272 mutations. En
comparaison avec les mutationENG, les mutations ACVRL1sont plus frequemment des
mutations faux-sens (48 %). Les autres types detious sont des non-sens (11 %), des
frameshift (31 %), des mutations des sites d'éges$a %), ainsi que des délétions larges ou
des duplications (3 %). L'étude de la populati@mgaise a confirmé ces données avec 61 %
de mutations faux-sens (Lesca G. 2006). Des létside de mutations faux-sens est apparue
plus utile que pour I'endogline.

La premiére étude des mutation8CYVRL1a été menée en 1999 par le groupe de D.
Marchuk (Lux A. 1999). Dans cette étude, quatreations (trois faux-sens et une non-sens)
du domaine extracellulaire sont étudiées. La veisignalisation d'ALK1 et son ligand étant
non connus en 1999, I'équipe a réalisé des réasptehimériques dont le domaine
intracellulaire est celui d'ALK5, signalisant par Yoie Smad2/3. L'équipe ayant découvert
I'existence d'un ligand dans le sérum, la stimahatie ce récepteur chimérique est réalisée
avec 20 % de sérum humain. Les auteurs montrerg ale perte totale de la signalisation
pour les récepteurs mutés. C'est en 2003 qu'urigsaraus vaste de mutation®&@VRL1lest
proposée par le groupe de Trembath (Harrison RROB3). Les auteurs ont étudié quinze
mutations, deux délétions et treize faux-sens. heseurs étudient principalement la
localisation cellulaire des mutants avec une éttqu&FP ou Myc et une observation en
immunofluorescence. L'utilisation d'une étiquettePRGpeut changer la localisation cellulaire
de la protéine a cause de sa taille importantecied ta méthode choisie peu judicieuse.
Néanmoins, les auteurs ont trouvé la quasi-totdi® mutants intracellulaires. Pour les trois
mutants trouvés a la membrane, aucune étude desigoalisation n'a été effectuée. Un
groupe chinois a publié une autre étude en 2006ja¥it neuf mutations faux-sen&@VRL1
(Gu Y. 2006). Les auteurs étudient le niveau bd'sattivation de la voie Smad1/5/8, c'est-a-
dire en l'absence de ligand, par la surexpressidiokd (sauvage ou mutée). Il trouve alors
gue les mutants sont dépourvus d'activité de sgatain, sauf R411Q qui aurait une activité
réduite mais présente. Il trouve un effet dominagatif de ces mutants sur la signalisation
d'ALK1 sauvage en taux basal. Mais le choix deswstde ne pas utiliser de ligand (publié
comme étant TGIB4 a I'époque) est critiquable, I'activité basadnefaible. La méme année
le groupe espagnol de Luisa Botella a publié uneletde trois mutations d'ALK1 (trois

mutations faux-sens dans le domaine kinase) (Fdezah. A. 2006). Les auteurs utilisent ici
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TGFB1 pour étudier l'activité des mutants sur la vaea81/5. Aprés avoir montré un taux
d'expression normal dans les cellules de patidets,auteurs démontrent une absence
d'activité des récepteurs en réponse a PGt trouvent méme un effet dominant-négatif
plus ou moins marqué en fonction des mutants. dacloent ainsi que le modele
d'haploinsuffisance ne s'applique pas forcémentrautants dACVRL1 Avant mes travaux
de thése, aucune étude des mutatio®CVdRL1 liées & HHT-2 n'a donné un modele
moléculaire clair a cette maladie. Aucune étuddeast la réponse de ces mutants a BMP9,
ligand d'ALK1 décrit en 2007 (David L. 2007a).

Une analyse de mutations du gene de la drosogdéidegéne orthologue ACVRL1et
d’ACVR1(gene codant pour ALK2), a été réalisée (Twombly2009). Cette étude montre
deux types de mutations : des mutations avec gaiomnttion et des mutations avec perte de
fonction. Il est intéressant de noter que les nartatqui se révélent étre des gains de fonction
sont proches des mutations trouvées chez I'hommg AEVRI1 et responsables de
fibrodysplasie ossifiante progressive, mutationscagain de fonction chez I'homme. Les
mutations qui se rapprochent de celles trouvée®\€MRL1et responsables de HHT-2 sont
démontrées comme perte de fonction chez la drosgptomme chez I'nomme. L'effet
dominant-négatif, décrit par certaines études fonoelles de mutations chez I'homme, est
retrouvé ici pour une mutation. Les auteurs se riaser l'effet non réparateur de la
surexpression de dpp, équivalent de BMP2/4 chembhe, dans I'embryon contenant cette

mutation. Cependant, aucune étude n'a démontrdgpétait le ligand de sax.

1.5Modeles moléculaires et cellulaires de HHT

Il n'existe pas de modéele bien déterminé pourdéadie. Cinq modéles coexistent : 1)
une angiogenese excessive, 2) une apoptose acesiecallules endothéliales, 3) un
découplage de la réaction de synthése du NO, 4)aawtion inflammatoire excessive, 5) une
perte dans la différenciation artére/veine. Lesfédinces de phénotypes, notamment
concernant les sites altérés entre les deux peogiptypes de HHT (HHT-1/HHT-2)
permettent de penser que ces deux maladies sdait @listinctes. Ainsi certains modeles ne
sont valables que pour un seul type de HHT.

Le premier modele consiste a expliquer les fistubtério-veineuses par une
angiogenese excessive. Les données les plus récméiHT suggerent que les mutations

d’ACVRL1ou de [Endoglineseraient déléteres pendant certaines phasesnggogianese,
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Figure 63 : Modéles moléculaires et cellulaires ddHT.

A : Modele pour HHT1 et HHT2 d'une angiogenése esteeslLa voie ALK1 est impliquée
dans la phase de maturation de l'angiogenése gquiéscence vasculaire en inhibant la
prolifération et la migration des cellules endo@és. Les mutations d'ALK1 ou de
I'endogline alterent cette signalisation et conduitne perturbation de la phase de maturation
et de quiescence vasculaire.

B : Modele pour HHT1 impliquant I'apoptose des deBuendothéliales déficientes en
endogline et soumises a un stress hypoxique. @ptiptose détruit les capillaires, et aboutit a
des fistules artério-veineuses. D'apres (Lopez-HaviM. 2010).



avec spécifiguement un effet sur la stabilité dmsveaux vaisseaux formeés. Les concepts clé
du développement des fistules artério-veineuseslesrsuivants : 1) Le développement des
fistules a lieu aprés une activation des celluledothéliales par une blessure ou par
I'angiogenese physiologique (Park S. O. 2009) (MakdrM. 2010) (Lebrin F. 2010). 2) A la
suite d'un stimulus angiogénique, les cellules #mmles proliferent excessivement
(Mahmoud M. 2010) (Lebrin F. 2004) (Pece-Barbara2N05), avec un bourgeonnement
excessif qui conduit aux fistules (Mahmoud M. 20®brin F. 2010) (Lebrin F. 2004) (Park
S. 0. 2009). Cette phase d'activation de l'angiegerexcessive peut étre expliquée par un
taux de VEGF dans le plasma plus important chep&tients HHT (Cirulli A. 2003), qui
peut s'expliquer par la perte de la répressioreapression du VEGF par la voie ALK1 (Shao
E. S. 2009). De plus, la diminution de la voie ALK&sponsable de la diminution de la
prolifération et de la migration des cellules emgtiles (David L. 2007a) (Scharpfenecker
M. 2007), favorise cette angiogenése excessiveLe3)ecouvrement des vaisseaux est
défaillant (Oh S. P. 2000) (Mancini M. L. 2009), eartie via une réduction de la production
de TGFB par les cellules endothéliales (Carvalho R. L.40Qetarte M. 2005), ce qui
entraine une baisse de la différenciation des lesllprécurseurs des cellules murales en
cellules de muscle lisse. Ce recouvrement défailmoutit & des vaisseaux fragiles,
susceptible de se rompre, d'ou les hémorragiessetdignements de nez importaffitsure
63A).

Un second modeéle propose une apoptose accrue ldansellules endothéliales
soumises a une hypoxie chez les patients HHT-1eft&, I'endogline protege les cellules
endothéliales de I'apoptose consécutive a une hggwrlongée (Li C. 2003b). Les cellules
endothéliales des capillaires soumises a une hgp@xitreraient alors en apoptose chez les
patients HHT-1, ce qui entrainerait la disparitaes capillaires aboutissent aux jonctions
directes entre les veines et les artgfigsire 63B)

Un autre modéle pour HHT-1 propose que les fistudgtério-veineuses soient
consécutives a un défaut dans l'activité de la Nathsese endothéliale (eNOS). L'eNOS
convertie la L-Arginine en L-citrulline et NO. Cetrréaction nécessite une interaction de
I'eNOS avec Hsp90 (Heat Shock Protein 90) et séacteur BH (tétrahydrobiopterine 4). La
perte de ces interactions découple la réactionydaméduction et entraine la production de
superoxyde (@) a la place du NO. Le superoxyde est converti enoxynitrite (NQ) si du
NO est présent ou en peroxyde d'’hydrogen®©fHpar la superoxyde dismutase. L'endogline
aide a linteraction entre la NO synthase et la98sfproporsian M. 2005). Les cellules

endothéliales déficientes en endogline ou les sdugiérozygotes pour I'endogline ont un
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Figure 64 :Modéles moléculaires et cellulaires de HHT, suite.

A : Modéle pour HHT1 par découplage de la NO synthlaseliminution du taux d'endogline
chez les patients HHT1 induit un découplage deééetion de production du NO entrainant
une vasomotricité défaillante dans les artéridlesn résulte un flux trop important avec une
destruction des capillaires, une dilatation desneiet finalement des fistules artério-
veineuses. D'aprés (Toporsian M. 2005).

B : Diminution de l'expression d'EphrineB2 dansdesris invalidées pour ALK1 mais pas
dans les souris invalidées pour lI'endogline. ltésulte une perte de la différenciation artério-
veineuse pouvant aboutir a des fistules artérioaiges. D'aprés (Sorensen L. K. 2003).



découplage de la réaction de production du NO, t&xant a la production de superoxyde et
de peroxyde d'hydrogéne. Ces deux produits ontffien wasodilatateur trés prononcé, plus
fort que celui du NO. De ce fait, la baisse du aivale NO synthase dans les cellules
déficientes en endogline est contrecarrée par ddustion de réactifs vasodilatateurs plus
puissants. De plus, le superoxyde et le peroxymitxyde le BH, ce qui contribue au
découplage de la réaction. Au final, la baisseideau d'endogline découplerait la réaction de
production de NO, ce qui aboutirait a la productida superoxyde et de peroxyde
d'hydrogene dont l'action vasodilatatrice est irtgae. Cette production pertuberait la
régulation du flux par le tonus vasculaire et imditiun flux sanguin trop important en aval
des artérioles. Ce flux induirait alors des dommsadans les vaisseaux, dont la perte des
capillaires et la dilatation des veines et conduaimsi a des fistules artério-veineugégure
64A) (Toporsian M. 2005). Le découplage de cette réacpar I'haploinsuffisance en
endogline augmente avec I'age dans les sourisuiceogréle avec l'apparition tardive des
fistules (Belik J. 2009).

Une réaction inflammatoire excessive pourrait aége a l'origine des saignements
pour HHT-1. En effet, le TNl (Tumor Necrosis Factar}, cytokine proinflammatoire,
réduit de moitié le niveau d'endogline a la surfdes cellules endothéliales (Westphal J. R.
1993) (Li C. 2003a). Cette diminution est la consfe d'un clivage protéolytique de
I'endogline accru par un traitement au TdEEudmore M. 2007). Or, les sites hémorragiques
des souris hétérozygotes pour I'endogline préseateninflammation importante (Torsney E.
2003). Nous pouvons donc penser que les cytokiraaflammatoires induisent un clivage
de I'endogline entrainant une diminution du tauwmbenaire de la protéine. Dans les sujets
HHT-1 dont le taux d'endogline basal est plus &ipie la normale, cet augmentation du
clivage induit une zone dépourvue d'endogline dgeeqgtraine les fistules artério-veineuses et
les hémorragies (Mahmoud M. 2010).

Enfin, les souris invalidées pour ALK1 présentamie perte de I'expression
d'EphrineB2, marqueur artériel (Sorensen L. K. 20@3®tte dérégulation n'est pas visible
dans les souris invalidées pour lI'endoglifigure 64B) (Sorensen L. K. 2003). Dans la
vascularisation normale, EphrineB2 sur les artetdSphB4 sur les veines se répulsent. Une
perte de l'expression d'EphrineB2 peut alors sduir@ par une perte de la répulsion et
entrainer des jonctions directes des veines suartéses. Notons que les jonctions artério-
veineuses dans la rétine des souris invalidées lngogline sont de type veineux (EphB4
positives), suggérant que pour HHT-1 aussi lesegeijoignent les arteres (Mahmoud M.
2010).
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En résumé, il n'existe pas de modele bien étabili piT. Suite a la différence entre les deux
types concernant les sites des fistules artérineussies et a la différence interindividuelle, il
est tres probable qu'il existe plusieurs mécanismekeculaires et cellulaires conduisant a
I'élaboration de fistules artério-veineuses. Lanidees études comparant les phénotypes des
invalidations inductibles d'ALK1 et de I'endoglidans les cellules endothéliales de souris
montrent d'ailleurs des phénotypes différents. @#&rences se retrouvent dans leur survie
(les souris invalidées en post-natal pour ALK1 reatiralors que les souris invalidées pour
I'endogline en post-natal vivent) ainsi que daémlilissement des fistules artério-veineuses
suite a une blessure aigué (trou dans l'oreill@)r ges invalidées ALK1 ou suite a une
blessure chronigue (oreille percée avec conservatio corps étranger responsable de la

blessure dans la plaie) pour les invalidées endeghguyen H.-L. 2011).

1.6 Les traitements de la maladie de Rendu-Osler

Actuellement aucune thérapie ne cible les génésctlieux dans HHT. Cependant,
plusieurs essais thérapeutiques sont en cours.

Les anti-angiogéniques sont des pistes de traiterhe bevacizumab commercialisé
sous le nom d'Avastin (Genentech Inc.) est un arisc humanisé dirigé contre toutes les
isoformes du VEGF-A. Il est actuellement utiliséupdraiter certains cancers et la forme
humide de la DMLA. Plusieurs essais cliniques smtcours pour tester I'efficacité de cet
anticorps dans HHT. La premiére preuve d'efficaodtentielle de I'Avastin pour traiter HHT
a été apportée lorsqu'un patient a recu de I'Avasiur traiter un cancer (Flieger D. 2006).
Les symptbmes de ce patient concernant son HHTaloms considérablement régressé. De
plus, une étude montrerait une augmentation du tiaxilant de VEGF dans les patients
HHT (Sadick H. 2005b) et I'associe a une augmeantadie la densité microvasculaire dans
HHT (Sadick H. 2005a). Un autre cas a été rappmrténe patiente en attente de transplation
hépatique a évité cette intervention suite a upensge tres favorable lors d'un traitement a
I'Avastin (Mitchell A. 2008). Au vu du nombre imgant de communications sur le
traitement de patients HHT avec de I'Avastin, twsdernier congrés sur le Rendu-Osler (mai
2011), des publications sont attendues sur ce. dufetastin constitue donc un grand espoir
thérapeutique pour les malades, méme si le mécandbaction est encore inconnu et
I'efficacité a long terme n'est pas démontréeedsaussi intéressant de voir si I'Avastin est

efficace pour toutes les formes de HHT ou seulemeet des formes. Cette efficacité de
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I'Avastin semble favoriser le modéle d'angioger@smessive pour expliquer I'établissement
des fistules.

Une autre étude récente donne une nouvelle pestbétapie : la thalidomide. Cette
molécule est actuellement en essai clinique deepRgsour son rble anti-angiogénique dans
certains cancers (Tseng J. E. 2001) (Figg W. D1200n patient atteint d'un cancer et de
HHT a recu de la thalidomide et a vu ses symptodees8iHT diminuer (Kurstin R. 2002)
(Perez-Encinas M. 2002). Une étude franco-néerlaadaéte faite sur sept patients HHT qui
ont recu de la thalidomide (Lebrin F. 2010). Une2honation sur la fréquence des epistaxis a
été relevée. L'étude propose un mécanisme d'adéida thalidomide. Les auteurs montrent
qgue la thalidomine induit une augmentation de ler&én de PDGF-B par les cellules
endothéliales, notamment les "tip cells", ce qurane une augmentation du recrutement des
péricytes. Les vaisseaux mieux recouverts appargisdors plus solides d'ou la diminution
des saignements.

Un patient ayant subit une transplantation hépatiguivie d'une administration de
FK506 (un immunosuppresseur) a vu son état (anégalagiectasies, saignements de nez)
s'améliorer grandement. Une étude sur des celknesthéliales en culture a montré une
augmentation du taux d'ALK1 et d'endogline suitdraitement avec du FK506 (Albinana V.
2011). Ce traitement pourrait donc étre adminigto&ir combler I'haploinsuffisance des
patients HHT.

Les patientes pourraient aussi étre traitées dwve®aloxifene, un modulateur des
récepteurs des oestrogenes, qui augmente le tAlKH'et d'endogline dans les cellules
endothéliales en culture (Albinana V. 2010).

Il n'y a actuellement pas d'autre thérapie meéderdeuse envisagée. Les autres
traitements sont dirigés contre les symptomes (cerpar exemple une supplémentation en
fer ou les transfusions sanguines contre les ars¢nmais ne constituent pas un véritablement

traitement contre HHT.

2. L'hypertension artérielle pulmonaire

L'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) eseumaladie rare (1,5 cas par million)
(Rich S. 1987). L'HTAP est caractérisée par unistaysce vasculaire pulmonaire chronique
augmentée. Cette résistance élevée aboutit a Uadlaie du cceur droit, des handicaps

progressifs et au déces du patient.
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Figure 65 : Lésions vasculaires de I'hypertensionrgrielle pulmonaire.

A : Lésions retrouvées sur des patients atteint$ AR ©® Lésion pléxiforme (fleche) avec
projection dans le parenchyme pulmonaire autourl'a#ére. @ Section d'une lésion
plexiforme avec occlusion de la lumiere de l'arté@ Lésion néointimale cellulaire
concentrique.

B : Evolution des lésions des arteres pulmonairesc atassification de Heath-Edwards.
Grade 1 : Hypertrophie médiale. Grade 2 : Réadtitimale cellulaire avec prolifération.
Grade 3 : Lésion néointimale laminaire concentrig®ade 4 : Lésion pléxiforme.
Marquage : facteur von Willebrand.

D'apres (Abe K. 2010).



2.1Les différentes formes de la maladie

L'HTAP correspond a une maladie des petites arfgumonaires et se caractérise par
un remodelage intense de la vascularisation pulir@eaune augmentation progression de la
résistance vasculaire pulmonaire. L'HTAP se défaitune élévation de la pression artérielle
pulmonaire moyenne supérieure a 25 mm de mercures, ou supérieure a 30 mm de
mercure en exercice (Rubin L. J. 1997). En absdadeaitement, le décés du patient survient
en moyenne trois ans apres les premiers symptésués, a une défaillance du cceur droit
(D'Alonzo G. E. 1991). La pathologie est due a wor@issement de la paroi vasculaire
consécutive a une prolifération des cellules endlatles et des cellules de muscle lisse, une
accumulation de collagéne et une nécrose fibrebsaitidsant & des Iésions plexiformes
(figure 65) (Pietra G. G. 1994). Les HTAP sont classées eis oands groupes : 1)
idiopathique, 2) en association avec d'autres nmedanl suite a une exposition a des facteurs
environnementaux, 3) familiale (Simonneau G. 2008s formes idiopathiques, c'est-a-dire
sporadiques, sans facteur de prédisposition owstdifé familiale, représentent 40 % des
patients en France (Humbert M. 2006). Prés de Idk8occas résultent d'une exposition aux
dérivés de fenfluramine. La moitié des cas sonb@8s a une autre maladie, comme des
maladies des tissus connectifs, ou encore le VIHuévde I'Immunodéficience Humaine).
Enfin 4 % des cas représentent une forme fami(ldlenbert M. 2006). Dans la suite de ma
présentation de I'HTAP, je vais me concentrer esteément sur la forme familiale de la

maladie.

2.2Geénétique de I'HTAP

Les premiers cas d'HTAP familiale ont été décritans les années 1950.
L'identification du gene responsable de cette fofamiliale d'HTAP a pris du temps. En
1997, un locus du chromosome 2 est montré comméqgudp(Nichols W. C. 1997), mais
c'est en 2000 que le gemMPR2 est formellement identifi€ comme responsable de la
maladie, sur un mode de transmission dominante D&n2000) (Lane K. B. 2000). Une
mutation deBMPR2est retrouvée dans 70 % des HTAP familiales. Notpre dans 9 a 40 %
des cas d'HTAP idiopathique, une mutation du gav@R2est retrouvée (Thomson J. 2001).
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En comparaison aux cas d'HTAP sans mutationBMPR2 les porteurs de mutation
présentent des symptébmes hémodynamiques plus sgwrec un déclenchement de la
maladie en moyenne 10 ans plus tot que pour lepadeurs. Le déces des patients est aussi
plus t6t pour les porteurs de la mutation. De piess porteurs de mutations ne répondent pas
aux vasodilatateurs (Sztrymf B. 2008).

La faible pénétrance (20 % des porteurs d'uneationt deBMPR2 développent la
maladie (Morrell N. W. 2006)) souligne [limportancde facteurs génétiques ou
environnementaux pour le déclenchement de la nealddne analyse protéomique de
lymphocytes provenant d'une famille porteuse d'tméation deBMPR2 a montré des
différences entre les individus atteints et lesviddis porteurs sains (Meyrick B. O. 2008).
Pour les patients atteints dHTAP suite a une daiponsaux fenfluramines, la durée
d'exposition associée au développement de la neatdisignificativement plus courte pour
les personnes porteuses d'une mutation que powrutess (Souza R. 2008). Ces éléments
soulignent un concept de plusieurs "hits" pourédeeloppement de la maladie. Les femmes
sont aussi plus touchées que les hommes, suggegraetond "hit" lié au sexe.

Un autre désordre génétique pouvant aboutir aHIAP est la maladie HHT, décrite
précédemment. Des mutation&@VRL1ont été impliquées dans des cas d'HTAP. L'équipe
de N. Morrell a décrit pour la premiere fois en 2@M lien entre des mutation®A@CVRL1et
I'HTAP (Trembath R. C. 2001). Dans cette étude,sigaes cliniques, hémodynamiques et
histologiques de I'hypertension artérielle assoeiekes mutations ACVRL1se sont révelés
strictement identiques a ceux de I'hypertensiogriaite associée a des mutationsBidPR2
Depuis, de nombreuses études ont confirmé la pésition des porteurs de mutation
d’ACVRL1pour I'HTAP (Harrison R. E. 2003) (Abdalla S. A) (Harrison R. E. 2005)
(Fujiwara M. 2008). Il semble aussi que des mutatide ENG puissent favoriser |'apparition
d'une HTAP (Harrison R. E. 2003) (Chaouat A. 20@4s symptdmes sur les patients qui
développent une HTAP suite a une mutatiohGYRL1 apparaissent en moyenne sur des
patients plus jeunes (22 ans) que pour les porttung® mutation dBMPR2(36 ans) ou pour
les non porteurs de mutation (48 ans) (Girerd BLO20Les patients porteurs de mutation
d’ACVRL1et qui développent une HTAP n'ont souvent pas rende signe clinique pour
HHT. Bien que les signes hémodynamiques lors dgnadistic soient généralement moins
séveres pour les porteurs de mutatioASCW¥RL] I'évolution de la maladie est plus rapide et
le pronostic plus mauvais que pour les autres Icaasemble des patients porteurs d'une
mutation dACVRL1 ne répondent pas aux vasodilatateurs. La localisates mutations

d'’ACVRL1retrouvées sur des patients atteints d'HTAP mamtesparticularité. Alors que 5
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Figure 66 : Modéles animaux pour HTAP.

Les souris hétérozygotes pour BMPR2 ou sauvagédsrgentées par un virus exprimant la 5-
lipoxygénase. 28 jours apres l'infection, les ponsndes souris hétérozygotes présentent une
augmentation de la couche de cellules de muscle (f&2che) par rapport aux souris sauvages
(marquage de I'actine de muscle lisse). D'aprésg S0 2005).



% des mutations recensées pour HHT sont dans I'8@aACVRL] un tiers des mutations
recensées pour HTAP sont dans cet exon. Pour @seppécis, 22 % des mutations causant
une HTAP se trouvent dans la boite NANDOR d'ALKnhtte 3 % pour HHT (Girerd B.
2010).

Enfin, un cas d'HTAP a été décrit sur un patiesrtqur d'une mutation non-sens de
Smad8(Shintani M. 2009). Cette mutation entraine unéepee l'activité de la protéine
encodée, puisque ce mutant ne peut pas étre phgkphpar ALK3 ou ALKl
constitutivement actif et n'est pas capable ddeseal Smad4. Il s'agit donc d'une mutation

perte de fonction qui montre un lien direct entredie Smad et la maladie.

2.3Modeles animaux d'étude de 'HTAP

Il existe plusieurs modeles animaux pour I'HTARSs premiers modéles étaient des
souris BMPR2 +/-. Trois équipes les ont étudiées. Dans une igremétude, les souris
présentent une HTAP et s'adaptent moins & unetisitud'hypoxie (Beppu H. 2004). Un
second groupe étudia les souris hétérozygotes tsamger un phénotype en absence de
stimulation (Song Y. 2005). Par contre, l'infectaas souris par un adénovirus encodant la 5-
lipoxygenase crée une inflammation et induit uneARTdans les souris hétérozygofégure
66). La troisieme étude n'a pas détecté d'HTAP de dass les souris, mais les souris
développent une HTAP en réponse a un traitemeats#rotonine (Long L. 2006). Notons
que les souris de ces trois études dans un fongtigaa C57BL/6 sont les mémes, le premier
groupe ayant donné les souris aux autres grouesaible pénétrance chez I'homme peut
expliquer la difficulté de détecter un phénotype Iss souris hétérozygotes. Une diminution
de 70 a 90 % de I'expression de BMPR2 réaliséeegram shRNA n'aboutit pas non plus a
une HTAP mais plutdt a un phénotype HHT (vaissedilatés) (Liu D. 2007). Ceci implique
bien un second "hit" absolument nécessaire podéleloppement de 'HTAP, tandis que la
diminution de la voie BMP seule aboutit a un phgpetHHT (les degrés de gravité pouvant
étre la conséquence d'un second "hit"). La suresmra inductible d'un mutant dominant-
négatif dans les cellules de muscle lisse aboutihé augmentation de la pression artérielle
pulmonaire. Cette étude permet de penser que I'HIARN probléme des cellules de muscle
lisse et non des cellules endothéliales (West 4R ependant, le lien entre les mutations
d'/ACVRL1et HTAP sous-entend un défaut des cellules ential®® De plus, une récente

étude du groupe de P. Oh a montré un réle deslexllandothéliales dans I'HTAP
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(Hong K. H. 2008). En effet, en induisant une iidation totale ou hétérozygote de BMPR2

dans les cellules endothéliales, et plus particeiieent dans I'endothélium pulmonaire par
induction de la Cre recombinase sous le contrélprdmoteur L1 déja présenté, ce groupe a
obtenu des souris qui développent une HTAP en&é 2 mois. Les vaisseaux pulmonaires
des souris présentent une augmentation du nombeelldédes endothéliales et de cellules de
muscle lisse. Il semble donc que I'HTAP soit undantia des cellules de muscle lisse et des

cellules endothéliales.

2.4Etudes fonctionnelles de mutations impliquées daTAP

Les mutations dBMPR2retrouvées dans I'HTAP sont en grande majoritéi{@mw 0
% des cas) des mutations aboutissant a une prdtéimguée. Les mutations faux-sens sont
retrouvées dans le domaine extracellulaire, le dogn&inase et la queue cytoplasmique.
Cette derniere représente un domaine spécifigug@MieR2 de par sa longueur (plus de 500
acides aminés).

Dans I'ensemble des études publiées actuelleresnguteurs ont étudié lors de la
surexpression de mutants BMPR2 les voies de sgat@ln Smad et/ou p38. Cependant,
aucune étude n'a étudié la phosphorylation de tégepde type 1 par les mutants de BMPR2,
alors que la fonction premiére d'un récepteur ge & est de phosphoryler les récepteurs de
type 1 et non de phosphoryler les voies de sigut#dis. Les études apportent donc une preuve
indirecte de l'activité des mutants de BMPR2. Lenpere étude fonctionnelle de mutants de
BMPR2 a été réalisée en 2001 par I'équipe de WhadlsMachado R. D. 2001). Cette étude
teste l'activité de deux mutants : une mutatiomlalmaine kinase et une mutation de la queue
cytoplasmique. Les auteurs trouvent alors que eag thutants n'induisent pas une activation
de la voie Smad lors d'une stimulation par BMP4retposent I'haploinsuffisance comme
modele moléculaire. Cependant, deux études indépéesl publiées en 2002 contredisent
leurs résultats. Dans I'étude du groupe de K. Migaz les auteurs étudient cing mutations :
une mutation faux-sens sur une cystéine du dongaittacellulaire, deux mutations faux-sens
dont une sur une cystéine du domaine kinase et dautations entrainant une protéine
tronquée de la queue cytoplasmique (Nishihara M2P0L'activité des mutants est étudiée
par les surexpressions de ces mutants et d'ALK8 stmaulation par BMP2. Curieusement,

les quantités de plasmide utilisées sont difféeatevant les mutants utilisés, ce qui implique
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une différence dans le niveau d'expression de egants. Néanmoins, les auteurs montrent
que les mutants du domaine extracellulaire et dnailiee kinase n'induisent pas la voie Smad
en réponse a BMP2, alors que les mutants de laegegaplasmique ont une activité kinase
comparable a BMPR2 sauvage. Les auteurs ont méhse win mutant dépourvu totalement
de la queue cytoplasmique de BMPR2 et obtienneataativation de la voie Smad avec ce
mutant. Concernant I'effet dominant-négatif de megants, une cotransfection avec ALKS,
BMPR2 sauvage et les mutants est réalisée. Daresétatie aussi de maniére surprenante les
quantités de plasmide utilisées varient entre letants, et le ratio BMPR2 sauvage/BMPR2
muté n'est pas constant. Difficile dans ces comnlitide pouvoir comparer I'effet de BMPR2
muté sur l'activité de la forme sauvage. Les asteoncluent & un effet dominant-négatif
pour le mutant extracellulaire et le mutant kinasge la cystéine, I'effet dominant-négatif de
l'autre mutant du domaine kinase étant peu clarldcalisation cellulaire des mutants est
étudiée grace a un marquage fluorescence de Bftiqunyc des mutants. Les auteurs
montrent que lorsqu'une cystéine est mutée, qusoitadans le domaine extracellulaire ou
méme le domaine intracellulaire, la protéine mubée peut pas rejoindre la membrane
plasmique et est donc inactive. Dés lors, I'effetohant-négatif observé pour ces deux
mutants est a remettre en question. En conclusette étude montre que les mutations de
BMPR2ont différentes conséquences sur l'activité derdééine résultante. Les mutants sur
des cystéines ne parviennent pas a la membraneigles les mutants faux-sens du domaine
kinase ont un défaut dans l'activité enzymatiqaedlis que les mutants tronqués de la queue
cytoplasmique apparaissent normaux. La seconde éead2002 est celle du groupe de N.
Morrell (Rudarakanchana N. 2002). lls ont étudie@atqze mutations faux-sens : quatre
mutations du domaine extracellulaire (toutes s @estéines), six du domaine kinase (dont
trois sur des cystéines), et quatre de la quewmlagmique. Utilisant des mutants couplés a
la GFP, les auteurs montrent que les mutants duath@rextracellulaire ne peuvent pas
atteindre la membrane plasmique, sont dépourvasivita en réponse a une stimulation par
BMP4, et ne lient pas®I-BMP4. Ces résultats confirment ceux de l|'étuderitk
précédemment. Concernant les mutants du domairesekirles mutants sur des cystéines
n‘atteignent pas la membrane plasmique, sont faamtiréponse & BMP4 et ne lient pas
BMP4. Ces résultats sont aussi en adéquation atade précédente. Par contre, les mutants
du domaine kinase qui ne sont pas sur des cystatteignent la membrane plasmique, lient
le ligand radioactif mais n'induisent pas la siggaion Smad. Enfin, les mutants de la queue
cytoplasmique atteignent la membrane plasmiquent lile ligand et induisent la

phosphorylation de la voie Smad en réponse a unwulation par BMP4. Jusqu'ici, les
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résultats sont en totale corrélation avec ceux'd@piibe de K. Miyazono. Les auteurs ont
alors étudié la voie p38, voie non canonique pouéte activée par les BMPs. lls montrent
alors que le niveau de phosphorylation de p38 mie yas lors d'une stimulation par BMP4
lorsque les mutants de BMPR2 sont surexprimés (quelsoit le mutant étudié), alors que
BMPR2 sauvage induit une phosphorylation de p38réponse a BMP4. Les auteurs
concluent alors a une activation par les mutanta deie p38 ligand-indépendante. Pourtant,
les mutants dont la kinase est altérée ou qui negre rejoindre la membrane plasmique et
qui sont donc séquestrés dans le réticulum endojdas ne peuvent pas induire la voie p38.
De plus, aucune publication ne fait état d'une phosylation directe de p38 par BMPR2. I
faudrait donc imaginer que les mutants ne puigsasiactiver les récepteurs de type 1 pour la
voie Smad, mais pourraient activer les réceptears/pe 1 pour la voie p38 en lI'absence de
ligand. Ces résultats sont donc tres critiqualllesgroupe de P. Knaus a publi€, toujours en
2002, un article sur le role de la queue cytoplgsmide BMPR2 dans l'activité de ce
récepteur (Nohe A. 2002). Réalisant plusieurs riecep tronqués, les auteurs montrent qu'un
récepteur sans domaine kinase ni queue cytoplasnagudépourvu d'activité en réponse a
BMP2 (sur l'activation de la voie Smad et p38). €wfant, un mutant dépourvu de la queue
cytoplasmique peut en effet induire la voie Smadisnpas la voie p38. Ces résultats
indiquent plutét une perte d'activation de la v@d8 par les mutants de la queue
cytoplasmique en réponse a un ligand et non uneadon constitutive. La queue
cytoplasmique interagirait avec des protéines dgpiques permettant I'induction de la voie
p38 et en cas de mutations ou de troncation, oeteaction disparaitrait, entrainant la perte
d'induction de la voie. Ces résultats suggerentl'gliéAP serait une conséquence d'une voie
p38 altérée et non de la voie Smad. Néanmoins, BiMifBe la prolifération des cellules de
muscle lisse par une voie indépendante de p38 (\Bu P008).

Une étude de 2005 est particulierement intéresgauisqu'elle utilise des cellules de
muscle lisse de patients (Yang X. 2005). Ces adlgiroviennent de trois patients porteurs
d'une mutation ponctuelle dMPR2 deux dans le domaine kinase et un dans la queue
cytoplasmique. Le niveau de P-Smadl, en réponsenea stimulation par BMP4, en
comparaison a des cellules provenant de persomiresss est tres faible dans les cellules des
patients dont la mutation est dans le domaine kinesréduite dans les cellules du patient
dont la mutation est sur la queue cytoplasmiquehibition de la prolifération induite par
BMP4 est largement altérée dans les cellules dermpatavec la mutation du geBMPR2
mais aussi dans les cellules de patients atteiAfBAP sans mutation de ce gene. Cette étude

montre un rble clé de la voie des BMPs, méme dasschs d'HTAP idiopathique. Ces
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Figure 67 : Modele moléculaire et cellulaire de HTAP.

La diminution de la voie de BMP4 suite aux mutasiaie BMPR2 ou a la diminution du taux
de BMPR2 amoindrit la protection contre I'apoptdss cellules endothéliales et I'effet anti-
prolifératif de BMP4 sur les cellules de musclesdisLe systéme immunitaire peut induire
I'apoptose des cellules endothéliales (NK : Lymptex Natural Killer). Les clones de
cellules endothéliales résistantes a I'apoptoskfgremt suite a une diminution de la voie
ALK1 et forment les lésions plexiformes. La séandtide facteurs vasodilatateurs par les
cellules endothéliales est diminuée, tandis quederétion de facteurs vasoconstricteurs
augmente. Ceci conduit a une constriction des ®aiss La sécrétion de PDGF augmente
induisant le recrutement excessif de cellules dsateuisse.




résultats confirment ceux d'une étude sur des paoarde patients atteints d'HTAP, prélevés
lors d'une transplantation. Ces travaux ont peisnontrer une baisse de I'expression de
BMPR2 dans la vascularisation des poumons, méme léarpoumons de cas idiopathiques
sans mutation du gene (Atkinson C. 2002). La voMPR2 apparait donc diminuer dans tous
les cas d'HTAP.

En conclusion, les études fonctionnelles des numsitde BMPR2 n'apportent pas
encore un modele moléculaire clair pour I'HTAP. lasmséquences des mutations sont
différentes en fonction des domaines affectés. kedleure compréhension du role de la
gueue cytoplasmique apparait indispensable, airesdgs interactions entre ce domaine et les
protéines cytoplasmiques. Plusieurs interactions @@ décrites, comme avec LIMK1
(régulateur du cytosquelette) (Foletta V. C. 2003)Tctex-1 (une composante de la protéine
moteur Dynein) (Machado R. D. 2003) ou encore TiRiBbles like protein 3, protéine qui
entraine la dégradation de Smurfl et augmente &nsiie des BMPs) (Chan M. C. 2007).
Leur implication dans 'HTAP par contre n'est pabke. Enfin, en prenant en compte les cas
d'HTAP consécutifs a une mutation d'ALK1, il seratéressant d'étudier I'effet des mutations
deBMPR2sur l'activation d'ALK1 en réponse a BMP9.

2.5Modeéele moléculaire et cellulaire de 'THTAP

L'HTAP est caractérisée par un remodelage vaseulai formation de thromboses et
une inflammation a des degrés divers (Tuder R. 8072 Le remodelage vasculaire est la
conséquence d'une hyperprolifération couplée aaugenentation de la survie des cellules de
muscle lisse (Rubin L. J. 1997), aboutissant a hypertrophie de la média, des lésions de
I'intima et un épaississement de l'adventis (Atkm€. 2002). L'altération de la prolifération
et de la survie des cellules endothéliales entri@iriermation de Iésions plexiformésgure
65) (Sakao S. 2005). Ces lésions pourraient étre laémprence d'une apoptose précoce des
cellules endothéliales par diminution de la vois @MPs (BMP4 protégeant les cellules
endothéliales de l'apoptose (Teichert-Kuliszewska 2006)). Des clones de cellules
endothéliales résistant a I'apoptose surviventsalimrmant ces Iésions plexiformégure
67).

Les dysfonctions endothéliales conduisent a unéifination de la sécrétion des

facteurs contrélant le tonus vasculaire. Dansrizu@tion pulmonaire de personnes saines, les
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facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateursgedés localement ou circulant sont finement
régulés. Dans I'HTAP, plusieurs facteurs sont déésg L'endothéline-1 (Cacoub P. 1993),
I'angiotensine Il (Hoeper M. M. 2002) et la sératen(Eddahibi S. 2001) sont des facteurs
vasoconstricteurs dont les niveaux sont augmenéés da pathologie. Inversement, les
prostaglandines (Tuder R. M. 1999) et l'oxide que (Giaid A. 1995) sont des
vasodilatateurs diminués dans la patholdfigure 67) Ces facteurs constituent des cibles
thérapeutiques importantes. Notons que I'endotidliest induite par la voie BMP9/ALK1
sur les cellules endothéliales (Star G. P. 201@}teCvoie étant altérée dans I'HTAP, il est
suprenant de retrouver un taux d'endothéline-1é&bez les patients HTAP.

La formation de thromboses est la conséquence dfwaglement de la fonction
plaquettaire, aboutissant a un état procoagulaiin€bn S. R. 2006). Les anticoagulants
peuvent étre utilisés en traitement.

Les mécanismes moléculaires conduisant a I'HT AW esacore peu clairs. Néanmoins,
une étude a montré que les cellules endothéliagsatents en culture sécrétent des facteurs
augmentant la prolifération des cellules de muBisie de ces patients (Eddahibi S. 2006).
Parmi ces facteurs, la sérotonine explique a 6th9perprolifération des cellules de muscle
lisse qui ont recu le milieu de culture des cefiubmdothéliales des patients. Il semble donc
qgue I'HTAP soit une maladie ou les cellules end@les dérégulent la croissance des cellules
de muscle lisse par une sécrétion paracrine deuectle croissance anormale. Les cellules
endothéliales de patients sécretent aussi un tasxepevé de PDGF, facteur de croissance et
de recrutement des cellules de muscle lisse (PEr2808).

Les cytokines proinflammatoires pourraient induree HTAP avec notamment une
infiltration importante des cellules du systéme inmitaire dans les tissus atteints (Dorfmuller
P. 2003) (Perros F. 2007). Des anticorps autoimplirigés contre les cellules endothéliales
et entrainant leur apoptose, sont aussi détecexsdds patients, suggérant fortement un réle
du systeme immunitaire dans le développement gmtlaologie(figure 67) (Tamby M. C.
2005).

En résumé, le mécanisme moléculaire de développetied'HTAP n'est pas connu et
il semble vraisemblable que plusieurs mécanismeastest. A I'heure actuelle de nos
connaissances, les dysfonctions premiéres poutragepasser sur les cellules endothéliales.
Une apoptose des cellules endothéliales par dimimute la voie des BMPs (diminution du
taux de BMPR2, mutations d&VIPR2ou ACVRLJ ou par action du systéme immunitaire

conduit a des lésions plexiformes. De plus, letetas sécrétés par les cellules endothéliales
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contrélant le tonus vasculaire sont dérégulés awee balance favorable aux facteurs
vasoconstricteurs. La cause dans le déreglemecgsiéacteurs du tonus vasculaire n'est pas
identifiée a ce jour. Les cellules endothélialexét@nt aussi en exces des facteurs favorisant
la croissance des cellules de muscle lisse commB@&F, s'ajoutant a la baisse de la voie des
BMPs dans ces cellules de muscle lisse, qui préviemmalement la croissance excessive de
ces cellules. Au final, les vaisseaux pulmonaimngsum endothélium altéré et une couche de
cellules murales épaissie, entrainant une diminutie la lumiére des vaisseaux, une
augmentation de la résistance au flux et donc éwaion de la pression pulmonaifegure

68). Cette élévation conduit a un travail du cceur tdesicessif qui peut conduire a une

défaillance cardiaque fatale.

2.6Les traitements de 'HTAP

Il n'existe actuellement pas de traitement totaletmefficace a cette pathologie. La
limitation des efforts physiques est la premiéresumne a appliquer (Rubin L. J. 1997). Les
diurétiques avec un régime sans sel peuvent dimitaiesurcharge ventriculaire droite
(Montani D. 2005). Les anticoagulants diminuentsauss thromboses et permettent une
meilleure survie des patients (Johnson S. R. 20Dé$. traitements visant la voie des
prostaglandines (par injection intraveineuse camtide la prostacycline ou par administration
d'analogue de la prostacycline), de l'oxyde niwiget de l'endotheline-1 permettent de
prolonger la vie du patient dans de meilleures tmm$ de vie (Humbert M. 2004).
Cependant, le manque de compréhension du mécamatéeulaire rend le développement
de molécules thérapeutiques difficile. La transf@aon pulmonaire reste aujourd'hui la seule
thérapie efficace (Pielsticker E. J. 2001).
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Objectifs

Ma thése a débuté juste apres lidentificationBi#&”9 et BMP10 comme ligand
physiologique d'ALK1. Cette découverte a marquétaurnant majeur dans |'étude de la
signalisation d'ALK1, de son activité cellulairensi que de son implication dans
I'angiogenése physiologique et tumorale. BMP9 ésulante a des doses biologiquement
actives. Aucune preuve ne permet de penser que BMRL circulante, son expression
semblant principalement restreinte au coeur. BMPRtbhkedonc étre le ligand responsable de

['activation d'ALK1in vivo.

Objectif général de la thése : poursuivre I'étude d réle de BMP9 a différentes

échelles : du moléculaire aux modelas vivo.

1) BMP9 : outil diagnostique dans la maladie de Retu-Osler.

ALK1 est un récepteur membranaire muté dans ladmmlde Rendu-Osler de type 2.
La découverte de BMP9 en tant que ligand physiglogid’ALK1 a ouvert des possibilités
d'étude moléculaire pour cette pathologie jusqrsalopossible. Mon premier projet de thése
a donc consisté a étudier l'activité de difféerantgants d'’ALK1 en réponse a BMP9 et de
mettre au point un test diagnostique pour discremlas polymorphismes rares des mutations

pathologiques.

2) Structure du complexe ALK1/BMP9.

L'affinité de BMP9 pour ALK1 est largement supéree aux affinités des autres BMPs
pour leurs récepteurs. Mon second projet de thessistait alors a produire le domaine
extracellulaire d'ALK1 et la forme mature de BMP@hale pouvoir réaliser la structure du
complexe et d'en déduire ainsi le mode de liaiseBMP9 sur ALK1. Ce projet doit nous

permettre a plus long terme de proposer un peptidaiste de BMP9.

3) Analyse de I'angiogenese des souris BMP9 -/-.

Mon troisieme projet se porte a I'échelle d'unaorgme entier avec |'étude du
phénotype de la souris invalidée pour BMP9. Cdtidedcomporte I'analyse de I'angiogenése
physiologique mais aussi de I'angiogenese tumorale.
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Résultats

Projet 1 : BMP9 : outil diagnostique dans la maladi e de Rendu-

Osler.

Contexte de I'étude

Les mutations du gen&CVRL1sont responsables de deux maladies vasculaiees : |
maladie de Rendu-Osler de type 2 (HHT-2) (JohnsoWWD1996) et I'hypertension artérielle
pulmonaire (HTAP) (Trembath R. C. 2001).

Le premier modele de signalisation d'’ALK1 étaithétérodimere ALK1/ALKS5 liant
TGF$1 et activant les deux voies Smad (Goumans M. 02RCEn suivant ce modele,
plusieurs équipes ont étudié les conséquencesidonelles des mutations d'ALK1 en
réponse a TGBA (Lux A. 1999) (Harrison R. E. 2003) (Gu Y. 20@bgrnandez L. A. 2006).
L'ensemble des résultats de ces travaux n'ont grasigp d'établir un modéle moléculaire de
HHT-2. En effet, tous les mutants ne présententigp@séme activité en réponse a TEE-
certains étant totalement inactifs, d'autres gartapossibilité d'activer la voie Smad1/5/8.
Cette hétérogénéité des réponses des mutations atinmulation au TGBL n'a pas permis
I'établissement d'un modele moléculaire clair gaHiT-2 et ne permet pas de mettre au point
un test moléculaire de fonctionnalité discriminales mutations pathologiques des
polymorphismes rares. Cependant, la contestationGfef1 en tant que ligand d'ALK1 et la
capacité d'’ALK5 a activer la voie Smad1/5/8 san&KALWrighton K. H. 2009b) remettent
en cause la validité des résultats de ces études.

La découverte de nouveaux ligands d'ALK1, BMP®BBP10 (David L. 2007a) a
ouvert des possibilités nouvelles dans les étunlestibnnelles de mutatioBACVRL] afin
de pouvoir proposer un modele d'étude de la mal&ueplus, la présence de BMP9 dans le
sérum nous a incités vivement a étudier la fono@dité des mutationsAICVRL1en réponse
a BMP9 (David L. 2008).
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Objectifs de I'étude

1) Analyser les conséquences fonctionnelles dé&rdiftes mutations d’ALK1.

2) Proposer un modele moléculaire de HHT-2.

3) Discriminer les mutations pathogenes des polpimemes rares pour le conseil génétique

aux familles HHT.

Méthodologie

ALK1 étant exprimé uniqguement dans les celluledodmeliales, il est tres difficile
d'avoir acces a des cellules de patients HHT-2imvgot ALK1 muté. La stratégie de I'étude a
donc consisté a surexprimer ALK1 WT ou des formegées d'ALK1, retrouvées sur des
patients HHT-2 et recréées par mutagenese dirggies des cellules dépourvues d'ALK1
endogene (NIH/3T3 ou Cos7).

Les cellules transfectées m'ont permis : 1) diétud localisation cellulaire d’ALK1
mutée, 2) de mesurer la capacité des récepteuessmufixer BMP9, 3) d'analyser I'activité
kinase de ces mutants en réponse a BMP9, 4) détieffet de ces mutants sur l'activité de
l'allele sauvage (étude d'un effet dominant-négatifrecréant une cellule exprimant un alléle
muté et un alléle sauvage et mimant ainsi une leehétérozygote comparable a celle des
patients, 5) d'étudier I'impact fonctionnel de mtitde la queue NANDOR, mutations tres
fréequentes dans 'HTAP et pouvant donc avoir desé@guences fonctionnelles particulieres,
6) d'établir un test diagnostique pour le conséiléjique aux familles.

Pour étudier l'activité kinase des récepteurssrauons réalisé des western blots avec
un anticorps anti-P-Smad1/5. Afin d'obtenir une uneglus quantitative, nous avons utilisé
un test biologique de mesure de la voie Smadli=8test est basé sur l'activation d'un
élément de réponse a cette voie Smad, appelé BREBMP Responsive Element, cloné
devant le géne de la luciférase. En cotransfectamqlasmide avec un plasmide codant pour
ALK1 (WT ou mutée) dans des cellules dépourvued A endogene, nous obtenons des
cellules qui vont exprimer la luciférase lorsquedée Smad1/5/8 sera activée. L'activation de

la voie Smad par BMP9 via le récepteur ALK1 estabuantifiable. Une transfection avec le
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géne de Ig-galactosidase a la place du gene ALK1 permet déieréque I'activation de la
voie Smad par BMP9 passe uniquement par ALK1.

En collaboration avec le service de génétique outdére et génétique de I'hopital
Edouard Herriot de Lyon, nous avons sélectionnéndetations ponctuelles retrouvées sur
des patients HHT-2 sur I'ensemble des domaineskdlALldomaine extracellulaire, boite GS,
domaine kinase et queue NANDOR. Nous avons auksite#né une mutation aboutissant a
une protéine tronquée, car cette mutation estueé® fréquemment en France suite a un effet
fondeur (Lesca G. 2008).

Résultats

Les résultats ont été publiés d@isod, 2010, 116 (9), 1604-1612.

J'ai réalisé lI'ensemble des expériences préseataésscet article.
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Functional analysis of the BMP9 response of ALK1 mutants from HHT?2 patients:
a diagnostic tool for novel ACVRLI mutations

Nicolas Ricard,'-3 Marie Bidart,!-® Christine Mallet,'3 Gaetan Lesca,*® Sophie Giraud,* Renaud Prudent,®
Jean-Jacques Feige,’? and Sabine Bailly'-

'Inserm, U878, Grenoble; 2Commissariat a I'Energie Atomique et aux Energies Alternatives, Institut de Recherches en Technologies et Sciences pour le
Vivant/Laboratoire Angiogenése et Physiopathologie Vasculaire, Grenoble; 3Université Joseph Fourier, Grenoble; “Service de Génétique Moléculaire et
Clinique, Hopital Edouard Herriot, Lyon; *Université Claude Bernard Lyon 1, Lyon; and éLaboratoire de Transduction du Signal, Institut de Recherches en
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Hereditary hemorrhagic telangiectasia (HHT)
is an autosomal dominant genetically inher-
itable vascular dysplasia caused by muta-
tions in genes encoding receptors of the
transforming growth factor-g (TGF-B) fam-
ily: ENG, encoding endoglin (HHT1), and
ACVRL1, encoding activin receptor-like ki-
nase-1 (ALK1; HHT2). Our recent discovery
of bone morphogenetic protein 9 (BMP9) as
the specific ligand for ALK1 allowed us to
reevaluate the functional significance of
ACVRL1 mutations. We generated 19 ALK1

mutants reproducing HHT2 mutations (4
were novel mutations) found throughout the
protein. We show that all ALK1 mutant pro-
teins were expressed by transfected cells;
most of them were present at the cell sur-
face and retained their ability to bind BMP9
(except for the extracellular mutants). How-
ever, most were defective in BMP9 signal-
ing. None of the ALK1 mutants had a domi-
nant negative effect on wild-type ALK1
activity. These data demonstrate that muta-
tions of ACVRL1 fit with a functional haploin-

sufficiency model affecting BMP9 signaling.
Our study also identified 4 ACVRL1 muta-
tions (D179A, R386C, R454W, and A482V)
that did not alter the BMP9 responses that
are polymorphisms and 2 novel mutations
that are pathogenic (L381P and 1485F). This
demonstrates that the analysis of BMP9
responses can be used as a diagnostic tool
by geneticists confronted with novel or con-
flicting ACVRL1 mutations. (Blood. 2010;
116(9):1604-1612)

Introduction

Hereditary hemorrhagic telangiectasia (HHT, Rendu-Osler dis-
ease) is an autosomal dominant genetically inheritable vascular
dysplasia. HHT affects approximately 1 in 8000 persons, and
approximately 1.2 million people worldwide have HHT. The
clinical features of the disorder include recurrent nosebleeds,
mucocutaneous telangiectases, and arteriovenous malforma-
tions in lung, liver, and central nervous system. HHT is caused
by germline mutations in 1 of 2 major genes: ENG, encoding
endoglin, and ACVRLI, encoding activin receptor-like kinase
type 1 (ALKI), respectively, defining the HHT1 and HHT2
clinical variants.!> Mutations have also been identified in
MADH4 that encodes Smad4 in a subset of families with
combined juvenile polyposis and HHT, and there is evidence for
the existence of 2 other HHT-associated genes.’> ACVRLI and
ENG mutations are currently found in 80% to 90% of patients
with a definite clinical diagnosis.® HHT displays wide allelic
heterogeneity, and more than 600 mutations have been reported
in the HHT mutation database (www.hhtmutation.org). Muta-
tions in ACVRLI or ENG are distributed over the entire coding
sequence. Mutations can also be found in intronic splice sites of
both genes. Large deletions or duplications, from single exons to
the whole gene, have also been reported.”

The mechanisms by which these mutations cause HHT are
not yet clearly understood. The different manifestations vary
considerably, even among members of the same family sharing
the same mutation; to date, disease severity has not been
associated with specific mutations.”!® HHT1 patients express

reduced levels of endoglin.!’'2 HHTI is therefore the result of
haploinsufficiency.!? Similarly, haploinsufficiency may account
for HHT?2, although the abundance of missense mutations
affecting exons 7 and 8 suggests abnormal function of certain
ALK1 proteins. ALK1 expression has been measured in human
umbilical vein endothelial cells (HUVECs) by fluorescence-
activated cell sorter (FACS) or metabolic labeling and immuno-
precipitation and has been found to be reduced in 3 patients with
ACVRLI missense mutant codons (G48E/A49P, W50C, and
S3331) and to be normal in 1 patient with an in-frame deletion
(S232del).'* However, the number of patients is too small to
definitively conclude that HHT2 is really the result of
haploinsufficiency.

Endoglin and ALK1 are components of a transforming
growth factor-B (TGF-B) family receptor complex that are
primarily expressed on endothelial cells. Endoglin is a type I1I
receptor with no kinase activity that enhances ligand binding to
its signaling receptors. ALK1 is 1 of 5 different type I receptors
of the TGF-B family that act downstream of the type II receptors
and determine the signaling specificity by recruiting receptor-
Smads. ALK1 promotes Smadl and Smad5 phosphorylation.
The ALKI1 receptor had long been considered an orphan
receptor. However, we recently identified bone morphogenetic
protein 9 (BMP9) and BMP10 as ligands for ALK1.!3 These data
were subsequently confirmed by another group.'® Furthermore,
we could establish that BMP9, but not BMP10, is present in
human plasma and contributes to adult vascular quiescence.!”
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The discovery of BMP9 as a specific ligand for ALK1 may
represent a significant step in understanding HHT as it allows us
to reconsider the molecular mechanisms behind the disease
pathogenesis.'® The aim of the present study was to evaluate the
functional significance of ACVRLI mutations found in HHT2
patients using BMP9 as a ligand. We generated 19 ALKI1
mutants corresponding to 15 previously described mutations and
4 novel mutations. These mutations were distributed throughout
different regions of the protein. We found that all the ALK1
mutant proteins were expressed and that most of them were
present at the cell surface and retained their ability to bind
BMPY (except for the extracellular mutations). However, most
were defective in BMP9 signaling. Furthermore, none of the
ALK1 mutant behaved as a dominant negative receptor by
inhibiting signaling through the wild-type receptor. This study
suggests that HHT?2 follows a model of functional haploinsuffi-
ciency in which the BMP9 response in heterozygotic patients is
decreased by 50% because of the loss of 1 functional allele. We
also demonstrated that analysis of the BMP9 response could
discriminate pathogenic (L381P, 1485F) from polymorphic
(D179A, R386C, R454W) ACVRLI mutations. This further
demonstrates that the study of the BMP9 response through the
BRE-luciferase reporter gene activity will be a useful tool for
molecular geneticists.

Methods

Cell line

NIH-3T3 fibroblasts and COS-7 cells were maintained in Dulbecco
modified Eagle medium, 4.5 g/L glucose (Invitrogen) supplemented with
10% fetal bovine serum (Biowest; Abcys).

DNA constructs

ALKI mutants were generated by polymerase chain reaction through
site-directed mutagenesis of the WT-ALK1 plasmid cloned in pcDNA3
(kindly provided to us by Dr C. H. Heldin, Ludwig Institute for Cancer
Research, Uppsala, Sweden) using the Stratagene QuikChange kit.

Fifteen mutations found in HHT2 patients throughout the ACVRLI gene
were selected (Figure 1A; Table 1). Fourteen were missense mutations:
3 were in the extracellular domain (C51Y, C77W, and N96D); 1 was located
in the intracellular GS (glycine/serine rich) region, a helix-loop-helix
structure proximal to the kinase domain (D179A); and 10 were located in
the intracellular kinase domain (A347P, R374W, R374Q, R411Q, R411W,
R411P, R479Q, R484W, R484Q, and I485F). One was a 1-bp frameshift
insertion (c.1112dupG) leading to a premature stop codon (G371fsX391).
This mutation is frequent in patients of French descent and has been shown
to be the result of a regional founder effect.'® Four other ACVRLI missense
mutations were also selected because they were found in patients with
conflicting results with respect to their molecular diagnosis: 3 ACVRLI
mutations (L381P, A482V, and R454W) corresponded to patients who also
had a mutation in the ENG gene, whereas the last (R386C) was observed in
a patient with 2 mutations located on the same ACVRLI allele.

Within these mutations, 4 (L381P, R386C, R454W, and I485F) had not
been reported previously in patients with HHT2. The mutations (D179A,
R374W, R374Q, L381P, R411W, R411Q, and R484W) have been described
in pulmonary artery hypertension (PAH) patients.20-22

Double ALK1 mutants carrying both a mutation turning the receptor
into a constitutively active ALK1 (ALK1ca) form (Q201D) and a mutation
found in HHT2 (Q201D/A347P, Q201D/R479Q, and Q201D/R484W) were
also generated by site-directed mutagenesis.

All these constructs were HA-tagged at their C-terminus. Some of the
mutants were also (His)6-tagged at their C-terminus (WT-ALK1, R479Q,
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Figure 1. Expression and localization of the different ALK1 mutants. (A) The 19
different mutations are distributed on the map of the ALK1 protein. The mutations
indicated with a dotted line are the conflicting mutations. (B) Protein expression of
ALK1 mutants. Expression vectors encoding HA-tagged (at their C-terminus), ALK1
(WT or mutants), or B-gal (control) were transiently transfected into NIH-3T3 cells for
24 hours. Cell lysates (20 g proteins) were resolved by 10% SDS-PAGE and
immunoblotted with antibodies directed against HA and «-tubulin (as a loading
control). (C-D) Flow cytometry analysis of NIH-3T3 cells transfected with expression
vectors encoding HA-tagged (at their N-terminus), ALK1 (WT or mutants), or B-gal
(control) for 24 hours. Nonpermeabilized transfected cells were stained for cell
surface ALK1 expression (C, anti-ALK1 antibody) or (D, anti-HA antibody).

R484Q, and 1485F) or HA-tagged at their N-terminus (WT-ALK1, C51Y,
C77W, and N96D). A -gal plasmid cloned in pcDNA3 was used as a
control.

Reporter gene constructs

The reporter plasmid pGL3(BRE),-luc encoding firefly luciferase down-
stream of a BMP response element? was kindly provided by Dr P. ten Dijke
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Table 1. Functional significance of ACVRL1 mutations
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Mutation  Mutation Amino acid Location of Novel Conflicting BMP9 BMP9
location category Nucleotide change change mutation mutation  mutation*  Expression Localization binding  response
Exon 3 Missense  ¢.152G — A p.C51Y Extracellular — — Yes Intracellular No No
Exon 3 Missense  ¢.231C -G p.C77W Extracellular — — Yes Partial cell surface No No
Exon 3 Missense  c.286A — G p.N96D Extracellular = = Yes Intracellular No No
Exon 5 Missense  ¢.536A —C p.D179A GS domain — — Yes Cell surface Yes Yes
Exon 7 Missense  ¢.1039G — C p.A347P Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 8 Missense  ¢.1121G — A p.R374Q Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 8 Missense  ¢.1120C — T p.R374W Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 8 Frameshift ¢.1112_1113dupG p.G371fsX391  Kinase domain — — Yes Cell surface No No
Exon 8 Missense  ¢.1142T —C p.L381P Kinase domain Yes Yes Yes Not tested Not tested No
Exon 8 Missense  ¢.1156C — T p.R386C Kinase domain Yes Yes Yes Not tested Not tested Yes
Exon 8 Missense  ¢.1232G —C p.R411P Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 8 Missense  ¢.1232G — A p.R411Q Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 8 Missense  ¢.1231C —>T p.R411W Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon 9 Missense  ¢.1360C — T p.R454W Kinase domain Yes Yes Yes Not tested Not tested Yes
Exon10  Missense  ¢.1436G — A p.R479Q Kinase domain = = Yes Cell surface Yes No
Exon10  Missense  ¢.1445C —T p.A482V Kinase domain — Yes Yes Not tested Not tested Yes
Exon 10 Missense  ¢.1451G — A p.R484Q Kinase domain = = Yes Cell surface Yes No
Exon10  Missense  ¢.1451C =T p.R484W Kinase domain — — Yes Cell surface Yes No
Exon10  Missense  c.1453A —T p.1485F Kinase domain Yes — Yes Cell surface Yes No

*Patients with another described mutation in ENG or ACVRL1.

(Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands). The pRL-TK-
luc plasmid encoding renilla luciferase downstream of the thymidine kinase
promoter was purchased from Promega.

DNA transfection and dual luciferase activity assay

NIH-3T3 cells were transfected in Opti-MEM (Invitrogen) using lipo-
fectamine (Invitrogen) with 0.1 pg pGL3(BRE),-luc, 0.02 pg of pRL-TK-
luc, and different doses of plasmids encoding WT-ALKI1 or the different
mutants. Four hours after transfection, cells were treated with or without
recombinant BMP9 (100 pg/mL; R&D Systems) for 15 hours. Firefly and
renilla luciferase activities were measured sequentially with the Dual-
Luciferase reporter assay (Promega).

Immunoprecipitation and Western blot analysis

NIH-3T3 cells were transfected as described in “DNA transfection and dual
luciferase activity assay” with the different ALK1 mutants. At 48 hours
later, cells were serum-deprived for 1 hour and then stimulated with BMP9
(100 pg/mL) for 1 hour. Cells were then washed twice with PBS and lysed
in radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer with a cocktail of
protease inhibitors (P8340; Sigma-Aldrich). For immunoprecipitation, cells
were lysed in 50mM phosphate buffer (pH 8), 300mM NaCl, SmM
imidazole, 0.5% (vol/vol) Triton X-100. Cell lysates were subjected to
overnight immunoprecipitation with the anti-His antibody (H1029; Sigma-
Aldrich), followed by adsorption to protein G Plus-Agarose (Calbiochem)
for 1 hour. Proteins were separated by sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE; 10%) and analyzed by
immunoblotting with anti-HA (3F10; Roche Diagnostic GmbH), anti-
phosphoSmad1/5 (41D10; Cell Signaling Technology), and anti—a-tubulin
(generously provided by Dr D. Job, Inserm U366, Grenoble, France)
antibodies.

Flow cytometric analysis of ALK1 expression

NIH-3T3 cells were transfected as described in “DNA transfection and dual
luciferase activity assay” with the different ALK1 mutants. Twenty-four
hours later, cells were detached with diluted trypsin solution (0.000625%).
Cells were then labeled for 1 hour at 4°C with polyclonal anti-ALK1
(AF370; R&D Systems) or anti-HA (3F10; Roche Diagnostic GmbH)
antibodies or with isotype-matched control IgGs. Labeling was detected
with Alexa488-conjugated secondary antibodies (Invitrogen). Labeled cells
were analyzed by FACS using a FACScan apparatus and the CellQuest
software (BD Biosciences).

['251]-BMP9 radioreceptor assay

BMP9 was radioiodinated using the chloramine T method.>* COS-7 cells
were incubated on ice for 2 hours with radiolabeled BMP9 (36 nCi/pg).
After incubation, cells were washed, lysed (NaOH 0.1M), and bound
radioactivity was measured in a y-counter. Nonspecific binding, as deter-
mined on B-gal-transfected cells, was deduced from the values of total
binding on ALK 1-transfected cells.

Results

The ALKI1 protein consists of a small extracellular domain
(encoded by exons 2, 3, and part of exon 4), a short transmembrane
domain (exons 4, and part of 5), and a large intracellular domain
including the GS domain (from exon 5) and the serine/threonine
kinase domain (exons 5-10). To investigate the effects of HHT2-
related ALK1 mutations on BMP9 signaling, we first generated 15
mutants, reproducing human mutations found throughout the
ACVRLI gene in HHT?2 patients (Table 1; Figure 1A).

First, we analyzed whether these mutations affect protein
expression. To this end, we transfected the ALK 1 mutant constructs
into NIH-3T3 cells that do not endogenously express ALK1,'> and
evaluated mutant proteins by anti-HA immunoblotting. A (3-gal-
expressing plasmid was used as a control in all experiments. As
shown in Figure 1B, all mutants, except 1 (G371fsX391), were
expressed at levels comparable with that of wild-type ALK1 (WT).
The mutation G371fsX391 could not be detected by Western
blotting as this mutation leads to a truncated protein lacking the
C-terminal HA tag. To evaluate the expression of this protein and to
determine whether ACVRLI mutations affect ALK1 localization at
the plasma membrane, we examined ALK cell surface expression
using FACS analysis with a polyclonal anti-ALK1 antibody. No
ALKI1 expression was detected in the absence of ALK1 transfec-
tion in accordance with our previous work (3-gal control, Figure
1C).15 As shown in Figure 1C, ALK1 cell surface expression was
detected at a similar level as WI-ALKI1 in all cases, including the
G371£sX391 mutant, except for cells transfected with the mutants
within the extracellular domain (C51Y, C77W, and N96D). To
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determine whether the ALK1 extracellular mutant protein was
present at the cell surface or whether the mutations induced
conformational changes that hampered epitope recognition, we
HA-tagged the extracellular mutants at their N-terminus and
measured cell surface expression by FACS analysis using anti-HA
antibodies. As shown in Figure 1D, the C77W mutant was partially
expressed at the cell surface, whereas the C51Y and N96D mutants
were barely expressed at the cell surface.

We next evaluated the functional activity of these different
ALK1 mutants. First, we investigated the effect of the different
mutations on ALK activity in response to BMP9 by Western blot
analysis of Smadl/5 phosphorylation. For this, 24 hours after
transfection, NIH-3T3 cells were serum-deprived for 1 hour and
then stimulated for 1 hour with a low dose of BMP9 (100 pg/mL)
as we previously demonstrated that, at this dose, BMP9 only binds
to ALK1.!7 As shown in Figure 2A, the addition of BMP9 strongly
induced Smad1/5 phosphorylation in the presence of WT-ALK1
but did not induce Smad phosphorylation in any mutant except
D179A, which carries a mutation in the GS box. We also evaluated
the activity of these mutants in response to BMP9, using the
Smad1/5-responsive transcriptional reporter, pGL3(BRE),-lucif-
erase.”?> The reporter assay was carried out in mutant ALKI/
pGL3(BRE),-luciferase transfected NIH-3T3 cells stimulated with
BMP9 (100 pg/mL) for 12 hours, starting 4 hours after tranfection.
BMP9 stimulation induced a 15-fold induction of luciferase
activity in cells transfected with WT-ALK1 (Figure 2B). Again,
none of these mutants responded to BMP9 stimulation, with the
exception of D179A, which responded to BMP9 similarly to
WT-ALK1 (16-fold induction, Figure 2B).

HHT2-related ALK1 mutations affect only 1 allele of ACVRLI.
Potential consequences at the protein level include haploinsuffi-
ciency, with the generation of proteins totally or partially lacking
receptor activity, or a dominant-negative effect, impairing the
function of the normal allele. To determine whether ALK1 mutants
behaved as dominant-negatives, we cotransfected equal amounts of
WT-ALK1 with each individual ALK1 mutant into NIH-3T3 cells
and assayed the response to BMP9. We used ALK plasmid
amounts (0.25, 0.5, and 1 ng) that would yield cells responsiveness
to BMP9 in a linear range (Figure 2C). Then, 0.5 ng of plasmid
encoding WT-ALK1 together with 0.5 ng of plasmid encoding the
different ALK1 mutants were transfected, after which the response
to BMP9 was measured and compared with the response obtained
with the WT-ALK1 (0.5 and 1 ng) alone. Addition of the different
ALKI1 mutants yielded a similar response to that obtained with
0.5 ng of WT-ALKI1 (dotted line). This demonstrates that addition
of the ALK1 mutants had no dominant inhibitory effect on the
BMP9 response. Again, the mutant D179A behaved as the WT-
ALKT1 (Figure 2C).

Our data demonstrate that all the mutants except 1 (D179A) did
not respond to BMP9, although most of them were expressed at the
cell surface. We therefore determined whether these mutations
could affect BMP9 binding to ALK1. To this end, transfected cells
were labeled with ['2T]BMP9 for 2 hours at 4°C. We found that the
3 extracellular mutants and the frameshift mutant (G371fsX391)
did not bind BMP9, whereas the other mutants bound BMP9 at a
similar level to WT-ALK1 (Figure 3A).

All of the intracellular mutations that do not respond to BMP9
are located in the kinase domain. To determine the molecular
mechanisms behind the loss of activity of these different intracellu-
lar mutants, we tested their intrinsic kinase activity. However, we
were unable to measure an intrinsic kinase activity for ALK1 in
absence of activation (data not shown). The mechanisms of ALK1
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Figure 2. BMP9 response of ALK1 mutants. (A) Expression vectors encoding
WT-ALK1 or the different ALK1 mutants or B-gal (control) were transiently transfected
into NIH-3T3 cells. After 24 hours, cells were serum deprived for 1 hour and
subsequently treated or not with BMP9 (100 pg/mL) for 1 hour. Cell lysates (20 g
proteins) were resolved by 10% SDS-PAGE and immunoblotted with antibodies
against phosphoSmad1/5 or against a-tubulin (as a loading control). (B) NIH-3T3
cells were transiently transfected with pGL3(BRE)-luc, pRL-TK-luc, and plasmids
(0.5 ng) encoding either WT-ALK1 or the different ALK1 mutants or 3-gal (control).
After 4 hours, cells were treated or not with BMP9 (100 pg/mL) for 15 hours. The
luciferase activities were then measured as described in “DNA transfection and dual
luciferase activity assay.” The relative firefly luciferase activity was normalized to
renilla luciferase activity. Results are expressed as fold induction over the value
obtained for each ALK1 mutant in the absence of BMP9. Data are mean + SD of 3
independent experiments. (C) NIH-3T3 cells were transiently transfected with
pGL3(BRE),-luc, pRL-TK-luc, and different combinations of WT and mutant ALK1:
WT-ALK1 alone (0.25, 0.5, or 1 ng) or WT-ALK1 (0.5 ng) and either one of the
different mutants ALK1 (0.5 ng). After 4 hours, cells were treated or not with BMP9
(100 pg/mL) for 15 hours. The luciferase activities were then measured as described
in “DNA transfection and dual luciferase activity assay.” The relative firefly luciferase
activity was normalized to renilla luciferase activity. Data are mean =+ SD of 3
independent experiments. The dotted line represents the level of luciferase activity
obtained with 0.5 ng of WT-ALK1 stimulated with BMP9.

activation have not been studied in detail and are generally
extrapolated from what is known about TGF-f3 signaling through
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Figure 3. BMP9 binding to the different ALK1 mutants and functional analysis
of the NANDOR ALK1 mutants. (A) B-gal, WT-ALK1, or the different ALK1 mutants
were transiently transfected in COS-7 cells for 48 hours. Cells were then incubated
with [125]]BMP9 for 2 hours at 4°C. Cells were then washed, lysed, and the bound
radioactivity was counted as described in “['25]]-BMP9 radioreceptor assay.” Data are
mean = SD from 1 representative experiment of 3. (B) NIH-3T3 cells were transiently
transfected with pGL3(BRE).-luc, pRL-TK-luc, and WT-ALK1, or the constitutively
active ALK1 mutant (ALK1ca, Q201D) or the different ALK1 double mutants (0.5 ng)
or B-gal (control). After 4 hours, cells were treated or not with BMP9 (100 pg/mL) for
15 hours. The luciferase activities were then measured as described in “DNA
transfection and dual luciferase activity assay.” The relative firefly luciferase activity
was normalized to renilla luciferase activity. Data are mean + SD of 3 independent
experiments. (C) COS-7 cells were cotransfected with expression vectors encoding
an HA-tagged and a His-tagged version of either WT-ALK1 or ALK1 mutants for 24
hours. Cell lysates (1-mg proteins) were subjected to immunoprecipitation with
anti-His. These lysates were then resolved by 10% SDS-PAGE and immunoblotted
with antibodies against HA (IP/IB-HA). In parallel, cell lysates (20 pg proteins) were
also resolved by 10% SDS-PAGE and immunoblotted with antibodies against HA
(IB-HA).

ALKS. TGF-f initially binds to TBRIIL, resulting in type I receptor
(ALKS) recruitment, and its subsequent phosphorylation by the
type Il receptor. This transactivation step then leads to activation of
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the type I receptor. Several ALKS mutants have been described that
are mutated either in the kinase domain (G322D and G261E)* or in
aregion, referred to as the NANDOR box (nonactivating non—down-
regulating), present at the C-terminal tail of ALKS5.26 ALK5
NANDOR mutants have an intact kinase activity but are not
transactivated by the type Il receptor in response to ligand binding.
Interestingly, 4 HHT2-derived ACVRLI mutations studied here
were located in the NANDOR box of the ALK1 protein (R479Q,
R484Q, R484W, and 1485F). To determine whether these mutations
might be involved in the transactivation step, we attempted to
evaluate the result of bypassing RII transactivation. For this, we
used a constitutively active ALK 1 mutant (ALK 1ca, Q201D) that is
activated in a ligand-independent manner,?’ in which we intro-
duced additional mutations. We first tested a double mutant
carrying both the Q201D and the A347P mutations. The A347P
mutation is located within the catalytic domain and is adjacent to
the amino acid that binds Mg?", an essential cofactor of adenosine
triphosphate (ATP) binding. Indeed, this mutation completely
abolished the BRE response of ALK1ca (Figure 3B). Surprisingly,
double mutants carrying the Q201D mutation and a mutation in the
NANDOR box (R479Q and R484W) were also inactive (Figure
3B). Another step that has been shown to be crucial in ALKS
signaling is the formation of homodimeric complexes between 2
type I receptors.?>282% To test whether ALK1 NANDOR mutants
form homodimers, we performed coimmunoprecipitation studies
on cells cotransfected with 2 ALK1 constructs, each carrying a
different epitope tag (HA or (His)6). Lysates from cells expressing
these differentially tagged receptors were immunoprecipitated with
anti-His antibodies. The immunoprecipitates were then subjected
to SDS-PAGE and Western blotting using anti-HA antibodies. The
results show that the NANDOR mutants tested (R479Q, R484Q,
and 1485F) coimmunoprecipitate and therefore form homodimers
(Figure 3C).

Our data suggested that the study of the BMP9 responses in
cells expressing the different ALK 1 mutants could be used to assess
the functional consequences of missense mutations in ACVRLI.
This could be particularly useful in the interpretation of the
pathologic significance of novel missense mutations of ACVRLI,
especially in complex situations where several mutations (in
ACVRLI orin ACVRLI and ENG) are found in the same patient. To
test this hypothesis, we analyzed 4 ACVRLI missense mutations
(L381P, R386C, R454W, and A482V) identified in HHT patients
carrying another mutation in either ACVRLI or ENG (Service de
Génétique Moléculaire et Clinique, Hopital Edouard Herriot, Lyon,
France; Figure 1A dotted lines). We found that these 4 mutant
proteins were all expressed (Figure 4A). We next evaluated the
functional activity of these different ALK1 mutants in response to
BMPO. Three ALK1 mutants responded to BMP9 (R386C, R454W,
and A482V) and 1 mutant, L381P, did not respond to BMP9
stimulation either measured in the BRE assay or by Smadl/5
phosphorylation (Figure 4B-C). Functional testing strongly sug-
gested that R386C, R454W, and A482V mutations are rare
polymorphisms, whereas the L381P mutation leads to a nonfunc-
tional protein.

Discussion

In the present manuscript, we studied the functional consequences
of a series of ACVRLI mutations (19) found in HHT?2 patients
affecting different domains of the ALK protein. This is the largest
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Figure 4. Functional analysis of the BMP9 response of conflicting ALK1
mutants. (A) Protein expression of WT-ALK1 or ALK1 mutants. Expression vectors
encoding HA-tagged WT-ALK1 or ALK1 mutants or 3-gal (control) were transiently
transfected in NIH-3T3 cells for 24 hours. Cell lysates (20 ng proteins) were resolved
by 10% SDS-PAGE and immunoblotted with antibodies against HA and «-tubulin (as
a loading control). (B) Expression vectors encoding WT-ALK1 or the different ALK1
mutants or B-gal (control) were transiently transfected into NIH-3T3 cells. After 24
hours, cells were serum deprived for 1 hour and subsequently treated with BMP9
(100 pg/mL) for 1 hour. Cell lysates (20 pg proteins) were resolved by 10%
SDS-PAGE and immunoblotted with antibodies against phosphoSmad1/5 or against
«-tubulin (as a loading control). (C) NIH-3T3 cells were transiently transfected with
pGL3(BRE).-luc, pRL-TK-luc, and plasmids (0.5 ng) encoding either WT-ALK1 or the
different ALK1 mutants or 3-gal (control). After 4 hours, cells were treated (Illl) with
BMP9 (100 pg/mL) for 15 hours. The luciferase activities were then measured as
described in “DNA transfection and dual luciferase activity assay.” The relative firefly
luciferase activity was normalized to renilla luciferase activity. Results are expressed
as fold induction over the value obtained for each ALK1 mutant in the absence of
BMP9. Data are mean + SD of 3 independent experiments.

study of this type and the first to analyze ALK 1 mutants in both the
extracellular and intracellular domains. This is also the first study to
evaluate the BMPY response of ALK1 as opposed to the TGF-3
response analyzed in previous studies.3%-3!

We have analyzed the BMP9-response of 19 ALK1 mutations
described in HHT?2 patients: 15 had already been published, and
4 were novel mutations. Of the 19 studied mutations, we identified
4 (D179A, R386C, R454W, and A482V) that were probably not
causing HHT disease but instead represent rare polymorphisms.
The first mutation (D179A) has been described in the intracellular
GS region, which is phosphorylated by the type II receptor. This is
the only mutation reported in this region.?! We found that this
mutant was expressed at the cell surface in accordance with
previously published data,?! that it could bind BMP9, and that it
induces a similar phosphoSmad1/5 response after binding BMP9 to
that of WT-ALKI. This patient died, and no parent or surviving
relatives were available for further studies. Our data suggest that
this mutation is very unlikely to cause the disease. The second
mutation, A482V, was studied by 3 different groups. It was first
identified in a patient with a gonadotroph tumor; however, the
patient and its relatives showed no symptoms of HHT.3? This
mutation was then described by Lesca et al in an HHT patient.?
Finally, Letteboer et al also described this mutation; however, it
was found with another ACVRLI (P424L) or ENG (W261R)
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mutation.>* In line with this result, we reanalyzed DNA from this
patient and found a mutation in ENG c.1121_1124delAAGA,
which leads to a truncated protein, and so, is very probably the
cause of the disease. We can therefore conclude that the mutation
A482V is probably a rare polymorphism. The patient carrying the
mutation R386C was later found to carry also the mutation R411W
in ACVRLI, which has been analyzed in this study and demon-
strated to result in a defective BMP9 response. The patient carrying
the mutation R454W had an additional mutation in ENG leading to
a truncated protein (G296fsX), which is probably the cause of the
disease. In this study, we also identified 2 novel ACVRLI mutations
in HHT?2 patients (L381P and I485F) that are pathogenic. The
mutation L381P has already been described in patients with PAH.0
The HHT?2 patient, carrying the mutation L381P, is also carrying a
mutation in ENG (V504M). Because this ENG mutation is a
missense mutation, it is of major importance for genetic counseling
to establish whether it has a pathogenic consequence. Taken
together, our data clearly demonstrate that we can use the BMP9
response as a useful diagnostic tool for geneticists confronted with
novel or conflicting ACVRLI mutations both in HHT and PAH.

We have studied 3 extracellular ACVRLI mutations (C51Y,
N96D, and C77W) that were first described by Klaus et al.>> We
found that these 3 mutants were expressed, but that they did not
reach the cell surface properly, did not bind BMP9, and did not
respond to BMP9. Two corresponded to cysteine substitutions
(C51Y and C77W); the mutant C51Y disrupts the first disulfide
bridge, whereas the mutant C77W disrupts the fourth disulfide
bridge. The last mutation corresponded to an asparagine mutated
into an aspartic acid (N96D), which adds a negative charge to
the protein. This asparagine is conserved in all ALKs, which
might indicate that it is of functional importance. None of these
amino acids was shown to be directly involved in BMP2/ALK3
binding.3¢

The other mutations were intracellular mutations and involved
the large kinase domain. All were expressed at the cell surface, and
all bound BMP9, except c.1112dupG (G371fsX391) mutation,
which encodes a truncated protein. None of the mutants was
functional in response to BMP9. The ALK intracellular structure
has not been determined yet, but the amino acid sequence
alignment of ALK1 and ALKS reveals an overall similarity of
ALKI1 with ALKS, allowing us to generate a structural model of the
cytoplasmic domain of ALK1 by computer modeling based on the
homologous structure of activated ALK5%7 (Figure 5). The different
missense mutations were analyzed for their position in the kinase
domain. The A347P mutation is located within the catalytic domain
and is adjacent to the amino acid that binds Mg?*, an essential
cofactor of ATP binding. Therefore, a change from alanine into
proline would clearly inhibit ATP binding. Arginine-411 has been
described as mutated to a glutamine, a tryptophan, or a proline
residue in HHT?2 patients; therefore, we chose to analyze these 3
mutations to determine whether these mutants would differently
impair ALK1 activity. We found that none of these mutants was
functional in response to BMP9, demonstrating that this amino acid
is essential for ALK1 activity and that substitutions with Q, W, or P
have similar consequences. The expression of the mutant R411Q
was already studied by 2 other groups, and our expression data are
in accordance with the work of Gu et al*® but not Harrisson et al?!
who found no membranous expression of the R411Q mutant. This
last study was performed using GFP-ALKI1 proteins, which might
lead to mislocalization of the protein. In contrast to Gu et al,® who
found that R411Q retained TGF-B-induced BRE activity, suggest-
ing that reduced activity might be sufficient to cause the disease
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Figure 5. Structural model of ALK1 cytoplasmic domain. A structural model of
ALK1 intracellular domain was generated by homology modeling to the correspond-
ing domain of ALK5 deduced from its crystal structure.3”:38 The different domains of
the proteins are indicated in different colors: GS box in green (amino acids 172-201),
phosphate binding domain in yellow (amino acids 208-214), Smad binding loop (L45)
in magenta (amino acids 263-270), catalytic loop in orange (amino acids 328-348),
activation domain in cyan (amino acids 351-375), and NANDOR box in blue (amino
acids 479-489). The positions of the 18 missense mutations, overlaid on the
modelized structure, are indicated in red for the pathogenic mutations and in purple
for the rare polymorphisms.

phenotype, we could not find any residual activity in response to
BMP9. We also studied R374W, which is a rather common
mutation, shared by patients from different countries and R374Q.
We found that these 2 mutants were expressed at the cell surface.
R374W had already been shown to be expressed at the cell surface
by Gu et al*® and Fernandez et al,> whereas R374Q was studied by
the group of Harrison et al?! who found no membrane expression.
As discussed earlier, GFP-ALK1 proteins were used in those
studies, which might lead to mislocalization. Further, we demon-
strated that none respond to BMP9. R374W had already been
shown to be inactive in response to TGF-B by Gu et al®® and
Fernandez et al.> Amino acid 374 is located within the subdomain
VIII, which plays an important role in substrate recognition by
providing a pocket to accommodate hydrophobic residues. The
other intracellular mutations studied here were localized at the
C-terminal tail of ALKI1, located within the highly conserved
—COOH domain, which contains a NANDOR box.? In ALKS5, this
NANDOR box appears to be necessary for the regulation of TGF-3
signaling through ALKS. This box of 11 amino acids shows 100%
identity between the different type I receptors of the TGF-3 family.
Mutations in this box (R486W and R486Q) have been described in
ALKG6 causing brachydactyly type A2,4%4! and in ALK5 (R487Q/
W/P and R478Q) causing Loeys-Dietz syndrome.*>* Four ACVRLI
mutations within this box were analyzed: R479Q, R484Q, R484W,
and I485F. Interestingly, the R484W mutation has been identified
in a patient with HHT and PAH.?? 1485F, which has not been
reported earlier, was found in a HHT?2 patient who underwent liver
transplantation because of severe hepatic damage. These mutants
were expressed at the cell surface and could bind BMP9, but they
had no functional activity in response to BMP9. It was shown for
ALKS that this box is necessary for type I receptor phosphorylation
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by the type II receptor in response to ligand binding and that
mutation within this box does not modify its kinase activity.?>-2
In accordance with these data, it was found that the mutation
R486W in ALK6 had a normal kinase activity while it inhibited
chondrogenic differentiation.#! Because we were unable to
perform successful in vitro ALK1 kinase assays, probably
because of its very low intrinsic kinase activity, as previously
described,* we attempted to discriminate transactivation mu-
tants from kinase-dead mutants by bypassing the transactivation
step using the constitutively active ALKlca (Q201D) mutant
that has been shown to be ligand-independent.?” We found that
mutations in the NANDOR box completely abolished ALK1ca-
induced response (Figure 3B). This was unexpected as NAN-
DOR box mutants of ALK5 have been shown to transcomple-
ment kinase-dead mutants of ALK5.2% Another important step
that has been shown to be important in ALKS signaling is the
formation of homodimeric complexes between 2 type I recep-
tors.?>28.29 We therefore wondered if a similar mechanism might
occur for ALK1 and if some of the ALK1 NANDOR mutants
might be nonfunctional because of their inability to homodimer-
ize. To test this hypothesis, we performed coimmunoprecipita-
tion studies on cells cotransfected with 2 ALK1 forms, each
carrying a different epitope tag. The results show that the
NANDOR mutants could coimmunoprecipitate (Figure 3C),
indicating that they form homodimers. Our conclusion is that
mutations within the ALK1 NANDOR box result in kinase-dead
ALKI receptor, suggesting that ALK1 does not behave in a
similar fashion as ALKS.

TGF-B signaling requires 2 type I receptors complexed to 2
type Il receptors. HHT2 patients have only 1 allele mutated. To
mimic this heterozygosity, we transfected WT-ALK1 constructs
with the different ALK1 mutants at an equal ratio and compared
their level of activation with that of WT-ALK1 alone. We found
that ALK1 mutants did not decrease the WT-ALKI1 response,
indicating that these mutants do not behave as dominant-
negative receptors. This conclusion differs from that of Fernan-
dez et al* and Gu et al*® who found that certain ALK1 mutants
inhibited the function of the WT allele. However, in their
studies, they used TGF-B1 as an inducer, which requires the
presence of ALKS to activate the BRE promoter.*> Therefore,
they did not test WT-ALK1/mutALK]1 heterozygotes but, rather,
ALKS/WT-ALK1 and ALKS5/mutALK1. ALKS has been shown
recently to directly phosphorylate Smadl/5 independently of
ALK1,%47 and this is why some residual activity may still be
observed with some ALK 1 mutants.?** In the present study, we
demonstrated that the identification of BMP9 as the specific and
physiologic ligand for ALK1 now allows specific evaluation of
the functional significance of ACVRLI mutations.

In conclusion, this work demonstrates that ACVRLI mutations
lead to functional haploinsufficiency of the BMP9 response. This
indicates that loss of only half of the ALK response is sufficient to
lead to disease development. This suggests that one could envision
therapies directed either at increasing ALK levels or increasing
the level of its specific ligand, BMP9, which is known to circulate
in blood.’> We also demonstrated that analysis of the BMP9
response could discriminate pathogenic (L381P and I1485F) from
polymorphic (D179A, R386C, and R454W) ACVRLI mutations.
We therefore propose that analysis of the BMP9 response can be
used as a diagnostic tool by geneticists confronted with novel or
conflicting ACVRLI mutations.
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ALKl e ECWYPNPSARLTALRIKKTILQKISNSPEKPKVIQ
ALK2 = ECWYQNPSARLTALRIKKILTKIDNSLDELKTIDC
ALK3 LEKILMSECWAHANPASRLTALRIKKTIAKMVESQDVKI -——
ALK4 MR---ECWYANG, TALRIKKTLSQLSVQEDVKI ~--~-
ALKS -R---ECWYANG TALRIKKTLSQLSQQEGIKM---
ALKE ~-KIMTECWAHNPASRLTALRVEKTIAKMSESQDIKL -~~~
ALK7 MR---ECWYANG TALRIKKTISQLCVKEDCKA---

Figure 69 : Comparaison des séquences C-terminale des différents récepteurs de type 1.
La boite NANDOR est encadrée en vert. Elle est trés conservée, les différences étant entre
deux acides aminés chimiquement trés proches.



Discussion

Notre étude a montré que les mutants d'ALK1 im@&ydans HHT-2 ne peuvent pas
phosphoryler Smad1/5/8 en réponse a BMP9. Cetteugécte a permis de mettre au point un
test diagnostique qui permet de discriminer legmokphismes des mutations pathogeéenes. Le
test d'activité biologique d'’ALK1 en réponse a BMRifisant le plasmide BRE-luciférase est
actuellement utilisé en routine dans le Servicegdaétigue moléculaire et clinique de
I'népital Edouard Herriot de Lyon. Ce test permeigénéticien de pouvoir diagnostiquer les
porteurs de nouvelles mutation&@VRL1dont la pathogénicité est inconnue ou de faire du
conseil génétique aux familles porteuses de plusiewtations &CVRL1et/ou dEndogline
La pénétrance de la maladie étant tardive et legédede sévérité des symptbmes trés
variables d'un patient a un autre, il apparait tiéle au médecin de pouvoir identifier la
pathogénicité d'une mutation tét dans la vie duepatafin de pouvoir mettre en place si
nécessaire un suivi pour ce patient. Notre étudepnrté que sur les conséquences des
mutations AACVRL1sur la voie Smadl/5/8. Or, ALK1 est capable dvactid'autres voies
dont les voies JNK et Erk (David L. 2007b). Nous pauvons donc pas complétement
exclure que des mutants puissent étre actifs owrie Smad et inactifs pour les autres voies.
De tels mutants seraient alors détectés comme dgm@phismes rares par notre test

diagnostique, alors qu'ils pourraient entrainer pat@ologie (risque de faux négatifs).

Les cotransfections avec un allele muté et lalssluvage d'ALK1 a permis de recréer
des cellules hétérozygotes, modélisant ainsi déseede patient. Ces cellules ont perdu la
moitié de leur capacité a phosphoryler Smadl/5/&&panse a BMP9, comparées aux cellules
ayant recu lallele sauvage uniquement. Ce résultais permet de proposer

I'naploinsuffisance fonctionnelle comme modéle rooléire de HHT-2.

Les mutants d'ALK1 liés a HHT-2 ont clairementcefeur capacité a activer la voie
Smadl1/5/8. Les causes de la perte d'activité soighles en fonction de la zone mutée.

Les mutants du domaine extracellulaire sont peug\pas détectés a la membrane et
ne lient pas BMP9. Cette perte de localisation nramdire associée a une perte de la liaison
du ligand entraine une inactivité totale de cesamigt

Les mutants ponctuels du domaine kinase (A347RHELW) sont bien présents a la

membrane, lient le ligand mais ne transduisentdgasignalisation. Ces mutations entrainent

119



TGF-p

Sl

TRANSACTIVATION
TpR2 TpR2
Signalisation Pas de signalisation
B TGF-p TGF-p TGF-p

s

% .

TBR2 TBR2

| | |

Pas de signalisation Pas de signalisation Signalisation

* Mutation domaine kinase

% Mutation queue NANDOR
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A : TBR2 phosphoryle ALK5 en réponse a TFCette étape dans l'activation d'ALK5 est
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transactives.
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une inactivation du domaine kinase, soit par détmufixation de I'ATP (A347P), soit par
défaut de liaison du substrat (R374W).

Les mutants de la boite NANDOR (R479Q, R484Q, RM&t 1485F) sont eux aussi
inactifs en réponse a BMP9. Leur étude nous a gedmimieux comprendre la signalisation
d'ALK1 et je vais détailler dans cette discussiea tonséquences de mon travail sur nos
connaissances de la signalisation d'ALK1.

Le modéle de signalisation des récepteurs denallé&a TGFfi comporte une étape
appelée transactivation, c'est-a-dire la phosphtioyl du récepteur de type 1 par le récepteur
de type Afigure 70A) Le complexe de signalisation comporte deux héigréres, composés
d'un récepteur de type 1 et d'un récepteur dedype

La boite NANDOR est un domaine de 11 acides amirg&s conservé entre les
différents récepteurs de typdfigure 69) Ce domaine n'a été étudié que dans une seule étud
en presque 20 ans d'étude de la signalisation I &&aramszegi N. 2001). Cette étude menée
sur ALK5 concluait a I'implication de la boite NAKIR dans la transactivation, les mutants
NANDOR d'ALK5 n'étant pas phosphorylés p@RR (Garamszegi N. 2001).

Afin de tester si les mutants NANDOR d'ALK1 somsdmutants de transactivation,
nous avons d'abord étudié la phosphorylation demmsi NANDOR d'ALK1 par BMPR2
avec une stimulation par BMP9 aprés incorporatierPd. Malheureusement, nous n'avons
pas observé de phosphorylation d'ALK1 WT, suiteea difficultés techniques. Nous avons
donc essayé une autre stratégie. La mutation Q28ddle récepteur ALK1 constitutivement
actif, c'est-a-dire qu'il ne nécessite ni la présediun récepteur de type 2, ni la présence du
ligand (Wieser R. 1995) (Fujii M. 1999). Nous avaoalers réalisé des doubles mutants
Q201D/mutation NANDOR. Ces doubles mutants sons foactifs (fig. 3B de l'article). Si
les mutants NANDOR étaient des mutants de trangdin, les doubles mutants auraient da
étre actifs.

Une caractéristigue des mutants de transactivatiorALK5 est la possibilité de les
transcomplémenter. En effet, deux mutants d’ALK33#D et G261E) ont été définis comme
des mutants de transactivation puisq@&Z ne les phosphoryle pas (Weis-Garcia F. 1996).
lls sont aussi inactifs en réponse a TEFKependant, un cotransfection de ces mutants avec
un mutant ayant une kinase inactive (K232R) abautitne restitution de l'activité,fiR2
pouvant a nouveau phosphoryler le mutant de tréimaéion (figure 70B) Cette restitution de
I'activité de signalisation d'un mutant de transatibn par un mutant de kinase inactive est

appelée transcomplémentation. Cependant, aucuneédome permet d'expliquer la
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Figure 71 : Les mutants NANDOR ne sont pas transcomplémentés paes mutants
kinases.

Des cellules NIH-3T3 ont été transfectées avec BREérase et ALK1 WT ou ALK1 KR
(mutant du domaine kinase) et/ou ALK1 NANDOR etstiées avec BMP9 (100 pg/mL)
pendant 15 h. L'activité luciférase mesurée n'est gugmentée dans les cotransfections
ALK1 KR/ALK1 NANDOR.



phosphorylation des mutants de transactivationTp&?2 lorsqu'un mutant kinase est présent.
Il a été décrit que les mutants de la boite NANDIYXR_K5 peuvent étre transcomplémentés
(Garamszegi N. 2001). J'ai donc voulu étudié lastamplémentation des mutants NANDOR
d'ALK1 avec un mutant kinase (K229R). Pour celiacidransfecté un mutant kinase avec un
mutant de la boite NANDOR. Comme vous pouvez ler v&ir la figure 71, aucune
transcomplémentation n'a été détectée. Deux hypeshsont alors possibles. 1) La premiere
consiste a penser que les mutants NANDOR d'ALKIntnjsas la méme conséquence
fonctionnelle que les mutants NANDOR d'ALK5. 2) Iseconde est que les mutants
NANDOR d'ALK5 sont en fait des mutants kinases,degles de transcomplémentation et de
transactivation ayant été réalisées au début dedééde la signalisation TGF-avec des
méthodes pouvant conduire a des artéfacts.

Une étude récente utilise du TBFdont un des deux monomeéres ne peut plus lier les
récepteurs suite a des mutations (Huang T. 20k Jlitnére qui en résulte ne se lie que sur
un récepteur ALKS et un récepteupR2. La transduction du signal est maintenue dans ce
type de conformation. Ces résultats prouvent gues daétérotétramere comprenant deux
diméres ALK5/PBR2, les deux dimeres fonctionnent indépendammaeant de l'autre. La

transcomplémentation ne semble pas compatible@atex étude.

Il est a noter aussi que si la transcomplémemtagiait réelle, les mutants d'ALK5 qui
sont dans la boite NANDOR ne devraient pas se uedrosur des patients atteints du
syndrome de Loeys-Dietz. En effet, les patientsntétaétérozygotes, l'allele sauvage
transcomplémenterait alors parfaitement l'allelaéauendant la voie du TGFgquasiment
totalement active (diméres WT/WT — MUT/WT — WT/MUActifs et seuls les dimeres
MUT/MUT inactifs). Or, quatre mutations sont déesitdans la boite NANDOR d'ALK5 et
entrainent ce syndrome : R487Q/W/P et R478Q (Ldgy&. 2005) (Loeys B. L. 2006)
(Matyas G. 2006). Je remets donc clairement eneckupossibilité qu'un alléle sauvage
puisse transcomplémenter un mutant NANDOR. D'aifiel'analyse de cotransfection ALK1
WT/ALK1 NANDOR dans l'article (fig. 2C de l'artidl@ne montre pas une activité supérieure
aux autres mutants cotransfectés avec l'allele Wdemble donc clairement établi, en tout
cas pour ALK1, que les mutants NANDOR ne peuvent @ae transcomplémentés. Nous
proposons donc que les mutants NANDOR sont dépsutiactivité kinase. Cependant, la
proportion élevée de mutation NANDOR d'ALK1 retréevsur des patients atteints d'HTAP
(22 %) par rapport aux patients atteints d'HHT (3 @irerd B. 2010) suggere une
particularité de ces mutants NANDOR dans la siga#itbn ALK1. Je suggéere de rechercher
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Figure 72 : Projection plane de la disposition des récepteursedT GF-3 et BMP2.

Distance entre les extrémités C-terminale des duesagéxtracellulaires des récepteurs. Les
chiffres encerclés correspondent aux nombres da@usesntre le dernier résidu ordonné dans
la structure et le premier acide aminé du domaimesmembranaire. Les distances entre les
récepteurs de type 1 et de type 2 opposés (80 72 &k pour les récepteurs de T@Fet
BMP2 respectivement) sont suffisamment importantgsour réfuter toute
transcomplémentation entre eux.



une modification d'interaction avec une ou des gne{s) cytoplasmique(s) ou un effet
différentiel sur les voies non-Smad entre les nmgtkimases et les mutants NANDOR.

Je termine cette discussion en parlant de I'eftet dominant-négatif des mutants
d'ALK1. Les études fonctionnelles précédemmentgéas montraient des effets dominants-
négatifs de certains mutants d'ALK1 (Gu Y. 20063r(fandez L. A. 2006). L'analyse de la
structure TGH/ALK5/TBR2 ainsi que l'utilisation du dimere T@Fdont un seul monomere
peut lier les récepteurs a permis de conclure gsi@l¢éux diméres ALK5BR2 fonctionnent
indépendamment (Huang T. 2011). L'analyse de lectsire BMP2/ALK3/ActRII (réalisée
par (Allendorph G. P. 2006)) a permis aux auteersahclure que la signalisation des BMPs
étaient tres certainement homologue a celle du f@¥ec deux dimeres indépendaffigure
72) (Huang T. 2011). Les récepteurs de type 1 apgammitisndépendants I'un de l'autre. Il est
donc impossible d'avoir un effet dominant-négatihdnutant ALK1 sur un ALK1 WT. Les
données récentes de la littérature et les stricties complexes valident ainsi nos résultats.

Conclusion et perspectives

Les mutations ACVRL1impliquées dans HHT-2 induisent une perte de femée
d'ALK1 a BMP9. Cette perte n'affecte pas la sigraion de l'allele sauvage. L'étude de la
réponse d'un mutant ALK1 a BMP9 permet donc deridiscer les polymorphismes rares,
actifs, des mutations pathogenes, inactives. Cétitele est tres utile pour le conseil
diagnostique. Une étude similaire sur les mutatiposctuelles de I'endogline, qui module
positivement la réponse d'ALK1 & BMP9, pourrait@ivaégalement a un test diagnostique.

Nos données correlent parfaitement avec l'idée cimplexe de récepteurs composé
de deux dimeres ALK1/BMPR2 ou ActRIIA qui signalgendépendamment 'un de l'autre.
Les mutants NANDOR apparaissent alors comme deantsutle I'activité kinase et non de
transactivation. Une recherche des interactionsféreiftielles entre des protéines
cytoplasmiques et les mutants NANDOR en compara&on autres mutants ainsi qu'une
étude de l'affection des voies de signalisation-8orad par les mutants NANDOR et les
autres mutants pourraient expliquer la grande ptmpode patients HTAP porteur d'une
mutation NANDOR par rapport aux patients HHT portdune mutation NANDOR.
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Projet 2 ;. Structure du complexe ALK1/BMP9.

Introduction

Notre laboratoire a identifié BMP9 comme ligan@sfique d’ALK1 dans les cellules
endothéliales (David L. 2007a). Nous avons aussiaidré que les mutationsACVRL1
impliquées dans la maladie de Rendu-Osler corredeeic une haploinsuffisance de la
signalisation BMP9 (Ricard N. 2010). Ce résultayjgare que l'augmentation de la voie
BMP9 par un peptide mimant BMP9 et qui induiraituaugmentation de la voie ALK1
pourrait étre utilisée comme une stratégie théragpesl pour traiter la maladie de Rendu-
Osler. Dans ce but, nous avons besoin de comprelednmécanisme moléculaire de
I'interaction ALK1/BMP9. La structure du complex&l/BMP9 nous permettra d'identifier
les acides aminés de BMP9 impliqués dans la liagdsAhK1.

Plusieurs structures tridimensionnelles de coneligand/récepteurs de la famille
TGFJ ont été réalisées. La structure de BMP2/ALK3/AttRAllendorph G. P. 2006) et de
TGF3/ALK5/TBR2 (Groppe J. 2008) ont permis de démontrer qustiasegies de liaison
varient considérablement entre les membres demdléa En effet, ALK3 et ActR2 lient de
maniere indépendante des sites différents de BM¥2ndorph G. P. 2006). Par contre,
TGF lie d'abord BR2 et ensuite seulement ALK5 (Groppe J. 2008). &atd affinité de
BMP9 pour ALK1 (EGo = 45 pg/mL par rapport a &= 20 a 50 ng/mL pour les autres
BMPs) suggere un troisieme mode de liaison pour 8MPEK1, ou BMP9 lierait d'abord
ALK1 et ensuite le récepteur de type 2. La striectde BMP7 avec la noggine a mis en
évidence une liaison de la noggine par insertiotad®oline 35 dans une poche hydrophobe
de BMP7 (Groppe J. 2002). ALK3 insére la phenyl@ar85 dans cette méme poche (Kirsch
T. 2000b). Or, cette phenylalanine est conservées tlansemble des récepteurs ALK sauf
ALK1 et la noggine ne peut pas lier BMP9. De plieidogline, co-récepteur de BMP9, peut
lier BMP9 sans l'aide d'un autre récepteur (Sceagitker M. 2007) (Castonguay R. 2011),
alors que l'endogline a besoin du récepteur de lype de type 2 pour lier ses autres ligands
(Barbara N. P. 1999). Ceci suggéere que BMP9 lie Alsivant un mécanisme différent des
autres BMPs. La structure cristallographique de BMPété réalisée (Brown M. A. 2005),

cependant la structure du domaine extracellula&keKil n‘a pas encore été réalisée.
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Figure 73 : Production d'ALK1ecd

A : Construction retenue pour la production : domagxtracellulaire d’ALK1 cloné dans
pPET52 avec une étiquette 6 His en C terminal.

B . Gel SDS-Page coloré au bleu de Coomassie derddugtion d'ALKlecd apres
solubilisation et purification sur colonne de nicke

C : Gel natif et gel SDS-Page colorés au bleu dentassie d'une production d’ALKlecd
active, c'est-a-dire capable d'inhiber l'activitti® en BRE-luciférase apres renaturation.
Deux formes de la protéine sont visibles.

D : Séparation des deux formes d'’ALK1lecd par coldvinaoP. Deux pics de DO a 280 nm
sont visibles. Migration de fractions de sortiecdéonne sur gel natif et coloration au bleu de
Coomassie. Le premier pic de sortie de colonneespond a la forme du haut sur gel natif.

E : Test d'activite d’ALKlecd par inhibition de kaité BMP9 en BRE-luciférase. La
fraction contenant la bande du haut en gel natitrés active. Elle contient donc ALK1lecd
renaturé.



Méthodes et résultats

1) Production du domaine extracellulaire d'ALK1 (&lecd)

Afin d'obtenir une quantité importante de protégams glycosylation génante pour
I'obtention d'un cristal, la production d'ALK1ecdegt réalisée dans des cellules procaryotes.
Pour trouver les conditions de production optimalesdomaine extracellulaire d'ALK1
(acides aminés 22 a 118 de la séquence d'ALK1, fedéds moléculaire 15 kDa) a été cloné
dans trois vecteurs pour expression procaryote TSgEpET22 et pET32 (Novagen). Le
PET52 ajoute une étiquette 6-His en extréemité Giteale derriere un site de clivage a la
thrombine(figure 73A) Le pET22 permet une expression dans le périplatenia bactérie,
domaine ou les ponts disulfures sont plus susdeptilte se former. Enfin pET32 permet de
produire une protéine fusionnée a la thioredoxa@§ N-terminal de la protéine d'intérét), ce
qui augmente la solubilité de la protéine recomfii@aTrois souches bactériennes ont aussi
été testées : (1) Origami, qui est plus susceptildeformer convenablement les ponts
disulfures, (2) Rosetta, qui posséde un épisomeartogour des ARNt rares chez les
bactéries, (3) BL21. Sur une culture liguide a 3a¥€c une densité optique DO = 0,6 a 686
nm, la production est induite avec 0.5 mM d'IPT@uk temps de production (5h ou sur la
nuit) et trois températures (16°C, 22°C et 37°Q)été testes.

Brievement, deux conditions ont donné une prodactiun niveau satisfaisant. 1) La
production avec le plasmide pET32 dans la souctset®oa 37°C pendant 5 h donne une
protéine soluble. Cependant, apres un test d'sctpar inhibition de la signalisation BMP9
dans le test BRE luciférase, nous avons trouv@kKflecd inactif (données non présentées).
2) Nous avons décidé alors de prendre la seconaditiam : production avec le plasmide
PET52 dans la souche Rosetta a 37°C pendant 5tte €@mdition donne une protéine dans
les corps d'inclusion. Un test de purification sne petite production (4 mL) a été réalisé. Les
bactéries sont lysées (20 mM Tris HCI pH = 8, 10@ MaCl, 0.5 % Triton X-100, 1 mM
PMSF), puis soniquées. Apres centrifugation, I®tcobntenant les corps d'inclusion est lavé
(2 fois avec TBS, 1 % Triton X-100, 1 mM PMSF ;disfavec TBS, 1 M urée, 1 mM PMSF ;
1 fois avec TBS). Les corps d'inclusion sont emrsadlubilisés (50 mM N&PO, pH = 8,
300 mM NacCl, 6 M Guanidine Hydrochloride). Le sugeant est conservé. Une purification
sur colonne de Nickel (Ni NTA, Qiagen) a été réadisLe surnageant est chargé sur la résine
équilibrée dans le tampon de solubilisation. Lanegst alors lavée avec le tampon de lyse

des bactéries avec des concentrations croissamtgsi@azole jusqu'a 25 mM. L'élution est
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réalisée dans le tampon de lyse avec 300 mM imiddafigure 73B) L'éluat est dialysé
contre 50 mM HEPES NaOH pH = 7.5, 6 M Guanidine tdgtloride, 25 mM DTT. Le
dialysat est ultracentrifugé pour enlever tout ggte Afin de trouver rapidement les
meilleures conditions de renaturation, nous avaitisélle Renaturation Basic Kit for Protein
(Fluka). Nous avons sélectionné 36 tampons subledu kit. Le surnageant ultracentrifugé
est dilué 10 fois dans le tampon de renaturatidaissé 20 h a 4°C. Un test d'inhibition de
I'activite BMP9 sur le BRE luciférase par les pnoés renaturées a été realisé. Les tampons
de renaturation de pH = 7.5 a 8.5 avec le systéoxydbréduction au glutathion et 200 mM
NaCl semblent avoir bien renaturé notre protéirae {pst d'inhibition de l'activité de BMP9
en test BRE luciférase, données non présentées)migration en gel natif (sans SDSpRi
mercaptoethanol) nous a permis de détecter deuorooations de la protéine, alors que la
protéine dénaturée apparait sous une seule fdiimee 73C) Afin de séparer les deux
formes, nous avons utilisé une colonne MonoP (Pheah qui permet de séparer les
protéines en fonction de leur charge de surfadéution se fait par un gradient de NaCl de 0
a 0.5 M dans un tampon HEPES pH = 7.5. Les frastiélution présentent deux pics a 280
nm, suggeérant une séparation des deux for(figare 73D) Nous avons confirmé cette
séparation par migration sur un gel natif. L'atéivile chaque forme est alors testée par
inhibition de l'activitt BMP9 en BRE luciférase. fraction contenant la "bande du haut" de
la migration sur gel natif contient une forme d'Aldécd active(figure 73E) La production
d'ALK1lecd a petite échelle est donc realisée. Unduyxction a grande échelle doit maintenant

étre réalisée.

2) Production de BMP9 mature

BMP9, comme tous les ligands de la famille TGFse présente sous la forme d'un
propeptide contenant un prodomaine, un site deagéivaux furines convertases, et un
domaine mature. Seule la forme mature de BMP9 nu#sesse pour la cristallographie du
complexe ALK1/BMP9, le prodomaine n'interagissaas @vec le récepteur. Tout comme
pour ALK1ecd, la production de BMP9 a été tentéasdas cellules procaryotes. Le domaine
mature (acides aminés 320 a 429 de la séquende)tataté cloné dans les mémes vecteurs
gue pour ALKlecd et les mémes conditions de praolucint été testées. Malheureusement,
aucune des conditions n'a donné une productiosfaiginte de la protéine. Les trois ponts

disulfures intrachaines plus le pont disulfurerchi@ine de dimérisation rendent complexe la
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Figure 74 : Production de BMP9
A : Construction retenue pour la production : clenalg BMP9 total dans pCEP4 avec
insertion de I'étiquette 6-His entre le prodomahka forme mature.

B : Western blot sur un surnageant de 293EBNA examnBMP9 recombinante avec un
anticorps anti-prodomaine et anti-mature BMP9. ¢edtules produisent du BMP9 dimérique
sous forme proBMP9 et sous forme mature (clivée).



production de BMP9 en cellules procaryotes. Noumawdonc décidé de produire BMP9 en
cellules eucaryotes.

BMP9 entier a été cloné dans le vecteur pCEP4tfogen). Une étiquette 6-His a été
insérée entre le prodomaine et la forme mature M®®B en cb6té N-terminal de la forme
mature (aprés le site de clivage aux furines cdases)(figure 74A) Le plasmide a été
transfecté dans des cellules de mammifere 293ERNApermettent de maintenir le vecteur
pCEP4 sous forme épisomale et ne nécessite donceaglection clonale. Les cellules
transfectées sont sélectionnées avec de I'hygromyAipres la sélection, lorsque les cellules
sont a confluence, le sérum du milieu de cultuteedsé et les cellules sont laissées 48 h. Le
surnageant de culture est alors collecté. Afin éléfier la production, les protéines de 1 mL
de surnageant sont précipitées a l'acide trichtétogue et un western blot sur gel en
condition réductrice ainsi qu'en condition non i&dae est réalisé. Les anticorps anti-BMP9
mature (R&D) et anti-prodomaine BMP9 (R&D) nous @armis de visualiser que BMP9
était bien produit, sous une forme clivée (prodaoraailivée de la forme mature) et non clivée
(figure 74B) Cette production mélangeant une forme clivéeoet clivée avait été retrouvee
pour la production de TGF-beta (Shi M. 2011). Leeau de production est cependant
relativement faible, mais la protéine est active test BRE-luciférase (données non
présentées).

Afin d'augmenter le rendement de production, plus stratégies sont a I'épreuve. 1)
Le sous-clonage de BMP9 dans pCDNAS.1, vecteus'quiegre dans le génome des cellules,
suivi d'une sélection clonale. 2) Sous-clonage H2écd dans un vecteur de production
eucaryote (avec son peptide signal) et cotransfectiALK1ecd et de BMP9 afin de produire
les deux protéines dans la méme cellule. La foffiaité de ces deux protéines pourrait

aboutir a la production d'un complexe trés stable.

Conclusion

Le projet est encore loin d'étre abouti. La praidumc d’ALK1 & grande échelle et
l'augmentation du rendement de la production de 8BIiht nécessaires pour espérer obtenir
une quantité suffisante des protéines pour laatlegfraphie du complexe. L'objectif est de
produire 1 a 10 mg de chaque protéine. La crigjediohie sera réalisée en collaboration avec
J.L. Ferrer de I'Institut de Biologie Structurake @renoble.

126



Projet 3 : Analyse de l'angiogenese des souris BMP9 -/-,

Contexte de I'étude

Les souris invalidées pour ALK1 et I'endogline ganétent des défauts majeurs de
I'angiogenese conduisant a une létalité embryoar&rness L. D. 2000) (Oh S. P. 2000)
(Bourdeau A. 1999) (Arthur H. M. 2000). Des donniegivo etin vitro montrent un role de
BMP9 dans l'angiogenese (David L. 2008) (ScharpfesreM. 2007). Notre hypothése est
que BMP9 est un facteur de maturation de l'angiégenet/ou de quiescence de

I'endothélium.

Objectifs de I'étude

Etablir le r6le de BMP® vivodans :
1) L'angiogenese physiologique.

2) L'angiogenese tumorale.

Méthodologie

Les souris invalidées pour BMP9 ont été obtenwésega une collaboration avec le
Dr. Teresa Zimmers et le Pr. Se-Jin Lee du Johrnxkide University School of Medicine de
Baltimore. Ces souris sont viables et fertiles. Demnées confidentielles non publiées
suggerent que ces souris développent un phénotydedfres quelques mois. Ces souris sont
un modeéle de choix pour étudier I'effet de BMP9 Kamgiogenése 1) physiologique et 2)
tumorale.
1) Nous avons choisi de regarder l'angiogenéseadegdtine pour étudier l'angiogenese
physiologique. Ce modeéle est simple et est souuéiisé pour I'étude de l'angiogenese
physiologique. Comme je l'ai dit dans lintroduntida vascularisation de la rétine se
développe la premiere semaine apres la naissaeeelalisouris. La rétine se couvre alors de

vaisseaux formant un réseau trés structuré aveartlaes, des veines, et des capillaires. Le

127



recouvrement des vaisseaux par les péricytes,anstitue une étape majeure dans la phase
de maturation de I'angiogenese, est aussi visbiisar la vascularisation de la rétine.
2) Nous allons aussi utiliser des modeles de tuspar injections de cellules cancéreuses en

sous-cutané afin d'étudier l'effet de BMP9 surgiagenese tumorale.

Résultats

Les résultats sont présentés sous forme d'uteagticcours de préparation.

J'ai réalisé l'ensemble des expériences préserd@es que l'acquisition des
photographies par microscopie confocale et lesyaaal des images, excepté le test de
I'activité des sera en BRE-luciférase. C. Malled anissi apporté une aide ponctuelle pour le

génotypage des souris KO BMP9.
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Introduction

BMP9 is a member of the TGFfamily. Circulating BMP9 binds with a high affigito two
receptors, ALK1 and endoglih? 3. ALK1 is a type | receptor of the TGFreceptor family
and is almost exclusively expressed by endotheb#s *. Endoglin is a coreceptor of this
family and is highly expressed in the endotheliurihe invalidation of ALK1 in mice leads
to embryonic lethality at E 11 due to major angitegs defect§ . The invalidation of
endoglin in mice leads also to embryonic lethafite to similar angiogenesis defettdhe
knock out of BMP9 (BMP9 KO) has not published yetldittle is known about the role of
BMP9 in vivo.

BMP9 was described as a factor regulating the rattur phase of angiogenesis since BMP9
inhibits HMVECd (Human MicroVascular Endothelial Sefrom dermis) migration and
proliferation® 3. Moreover, BMP9 can block ex-vivo endothelial sging from metatarsaf$
and in vivo FGF-2 induced angiogenesis in a spang#anted subcutaneously on mite

However, BMP9 has also been shown to promote praliion and migration of some



endothelial cell lines in contrast with its effeeh HMVECd °. The role of BMP9 in
angiogenesis is therefore not clearly understood ye

To address this issue, we examined the role of BMR@scular development of the neonatal
retina. Retina of newborn mice is avascular ancelbgment of retinal blood vessels occurs
during the first week after birth to form an orgeed vascular networ¥. Blood vessels grow
from the center of the retina to the periphery gederate a plexus composed of arteries,
veins and capillaries. Endoglin is expressedlineginal blood vessels at P7 but expression is
markedly higher in the veins and in the reorgamgjziapillaries (ahead of the vein), behind the
tip cells. In contrast, ALK1 is expressed fairlpiformly in endothelial cells of retinal
arteries, veins, and capillariés Using endoglin inducible KO in endothelial celiswas
recently shown that absence of endoglin in retimakiced a delayed remodeling of the
capillary plexus, increased endothelial prolifeatiand localized AVMs™. Interestingly,
ALK1 inducible KO in endothelial cells have also ebe described and studied for
vascularization of the retina (Mahmoud, Hematologports 2011). Increased branching or
AVMs were also observed. However, interestinglyidehcy of ALK1 in postnatal mice led
to lethality within 48 hours. Differences in vasauplexus remodeling, vascular branching
and maintenance of arterial/venous identity werseoled between the ALK1 and the
endoglin KO, suggesting that these two receptoghtmot have exactly the same function in
angiogenesis. It was also recently described thakl&cd could strongly affect retina
vascularization suggesting that a ligand for ALKImportant in retina angiogenes$fs

In the present work, we investigated the role ofMon retinal angiogenesis. We studied the
effect of blocking BMP9 either using BMP9 KO mice meutralizing BMP9 antibodies in
WT mice in comparison to the extracellular domdiAbK1 (ALK1ecd). Although we could
not identify a clear vascular defect in BMP9 KOQtle angiogenesis of the retina, we found
that blocking BMP9 with its neutralizing antibodgdl to a denser vascular plexus in the

developing vascular network of the retina of newlbmice.

Methods

Mice

KO BMP9 mice were a generous gift from Pr. Se-&e Bnd Dr. Teresa Zimmers. KO BMP9
mice are in C57BL/6 genetic background. Brieflysagquence of the pPGK-Neo-polyA



plasmid was introduced in the second exon of tMP8 gene, excluding completely the

mature region..
Reagents

rmALK-1/Fc (770-MA R&D systems) and anti-hBMP-9 nuamional (clone 360107,
MAB3209 R&D systems) were prepared at 2 pg/pL.diipes were done intraperitoneally in
P1 and P3 newborn mice with respectively 5 pL afdul of the previously prepared
treatment.

BrdU (B-5002, sigma) was freshly diluted in PBS am@cted i.p. in P6 mice at 50 mg/kg.

Two hours later mice were sacrificed.
Retinal whole mount staining

P6 mice were decapitated and enucleations wererpegtl. Eyes were fixed 2 hours in 4%
(wt/vol) paraformaldehyde (PFA) in PBS at room tengpure (RT) and then washed in PBS.
Retina isolation was performed as describetfiRetinas were fixed 30 min in 4% PFA at
RT and then saturated and permeabilized overnmght% BSA, 1 % Triton X-100 in PBS at
4°C. Retinas were then incubated 1 h at RT withirptated Isolectin B4 (L2140, Sigma)
and Rabbit anti-NG2 antibody (homemade) dilutediash buffer (1 % BSA, 0,5 % Tween in
PBS) at 50 pg/mL. Retinas were washed 5 x 20 mth wash buffer at RT. Retinas were
then incubated 1 h at RT in Streptavidin AlexaFld&8 conjugate (S11223, Invitrogen)
diluted at 5 pg/mL and Donkey anti Rabbit Cy3 amdp (711-165-152, Jackson
ImmunoResearch) (dilution 1:200) in wash buffertifes were washed 5 x 20 min at RT and
then overnight at 4°C with wash buffer. Mouting sthined retinas was performed as
described'®. Observations were made using confocal microscimica, iIRTSV CEA
Grenoble). In order to evaluate the number of Wmange point per field, an average of 12

fields per region (front or capillary plexus) weadgen for each retina.
Cell lines

NIH-3T3 fibroblasts cells were maintained in Dulbecmodified Eagle medium, 4.5 g/L

glucose (Invitrogen) supplemented with 10% fetalvibe serum (Biowest; Abcys).



Human dermal microvascular endothelial cells (HM\@:Cambrex) were maintained in
endothelial growth medium (EGM-2-MV, Cambrex) swgpented with 5 % fetal bovine
serum (FBS, Cambrex).

Reporter gene constructs

The reporter plasmid pGL3(BRE)2-luc encoding fiyelliciferase downstream of a BMP
response element was kindly provided by Dr P. tgke¥Leiden University Medical Center,
Leiden, The Netherlands). The pRL-TKluc plasmidahiag renilla luciferase downstream of

the thymidine kinase promoter was purchased froomga.

DNA transfection and dual luciferase activity assay

NIH-3T3 cells were transfected in Opti-MEM (Invigen) using lipofectamine (Invitrogen)
with 0.1 pg pGL3(BRE)2-luc, 0.02 pg of pRL-TKlucnd different doses of plasmids
encoding WT-ALK1 or the different mutants. Four heafter transfection, cells were treated
with or without recombinant BMP9 (100 pg/mL; R&D Sgms) for 15 hours. Firefly and
renilla luciferase activities were measured sedakyntwith the Dual- Luciferase reporter

assay (Promega).

Western blot analysis

Cells were serum-deprived for 1 hour and then dated with BMP9 (100 pg/mL) for 1
hour. Cells were then washed twice with PBS anddyi® radioimmunoprecipitation assay
(RIPA) buffer with a cocktail of protease inhibiso(P8340; Sigma-Aldrich). Proteins were
separated by sodium dodecyl sulfate— polyacrylargeleslectrophoresis (SDS-PAGE; 10%)
and analyzed by immunoblotting with anti-phospho8iia (41D10; Cell Signaling
Technology) and anti-tubulin (generously provided by Dr D. Job, Insdtf®66, Grenoble,

France).
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Figure 1 : BMP9 KO mice have a slight increase in radial expagion of the vascular
plexus

A: Newborn mice were killed between P4 and P10. rAfselectin-B4 labeling, radial
expansion of the vascularization of each retinadgrline) and retina length (red line) were
measured using the ImageJ software. Results arengia % of the retina length.
(* Pvalue < 0.05 using the Mann-Whitney test, rmiver of retinas).

B: Between 20 and 30 pictures of each P6 retina waen using confocal microscopy. The
number of branch points per field were counted.

C: Retinas of P6 mice were labeled with isolectindd® anti-NG2 antibody. Focus on an
artery and a vein of WT and BMP9 KO retinas.



Results

BMP9 KO mice have a slight increase in radial expasion of the vascular plexus

To investigate the effect of BMP9 on physiologiaagiogenesis in vivo, we analyzed retinal
angiogenesis in BMP9 KO mice in comparison to WTeni

We observed no obvious defect in the organizatidhevascular network. The veins and the
arteries were well differentiated, organized, areldid not detect any shunts between them
(Fig. 1A, top panel). Then, we investigated if thegression of the retinal vessels was
affected by the loss of BMP9. Mice were killed beém 4 and 10 days after birth and the
radial expansion of the vascular network was meak\jFig. 1B). We observed a slight
increase of the radial expansion on day 4 in BMR® K comparison to WT mice, but this
delay was compensated at later time points (dayibday 10).

To investigate the vascular density, we quantified number of branching points at the
migration front and at the capillary plexus on Béna (Fig 2B). The numbers of branching
points per field were not significantly differeneétitveen WT and BMP9 KO mice.

Lastly, we studied vessel coverage by pericytegoarsmnooth muscle cells using an antibody
directed against NG2. NG2 is a proteoglycan expksy pericytes and smooth muscle cells
14 We did not observe any difference in the covemafgine vessels between WT and BMP9
KO mice at P6 (Fig. 1C). In both WT and BMP9 KOcmi arteries were well covered by
mural cells, and veins and capillaries were lese, as expected.

Neutralization of BMP9 in vivo leads to an increasef the vascular density of the retina

Having seen no clear effect of the inactivatiorBMP9 on the vascularization of the retina,
we next studied the effect of an acute blockag&MP9 using a neutralizing anti-BMP9
antibody. We compared the effect of this neutrajizantibody to ALK1ecd which has been
previously shown to perturb vascularization of tééna.

We first injected ALK1ecd or anti-BMP9 antibodiggraocularly at P3, and sacrificed mice
at P6 or P8. We did not observe any difference éebamice receiving ALKlecd, or anti-
BMP9 antibodies and control (PBS) mice (data nawst). We thus decided to inject these
neutralizing proteins as early as from P1. Twodtgms at P1 and P3 were done, but due to

technical difficulties, these injections were dameaperitoneally. Mice were killed at P6 and
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Figure 2 : Acute blockage of BMP9 increases vascular density mice retinas.

A: Measures of the radial expansion of the vasaad#dn of P6 retinas.

B: P6 retinas were labeled with Isolectine-B4 antiHid®G2 antibody.

C: Between 20 and 30 pictures of each P6 retina taien using confocal microscopy. The
number of branch points per field were counted.

(* Pvalue < 0.05, ** Pvalue<0.01, *** Pvalue<0.00%ing the Mann-Whitney test, n: number
of retinas ).



the retinal vascularisation was observed. We fatstdied the radial expansion of the
vasculature. We did not notice any difference betwihe different treatments (Fig. 2A). The
coverage of the vessels by mural cells did not seeive affected (Fig. 2B). However, the
density of the vasculature was significantly insexh when ALKlecd or anti-BMP9

antibodies were injected as compared to the comtige (Fig. 2C). The density of the

vasculature was increased both at the front of atigm but also at the capillary plexus. The
density at the vascular front was significantly Hgg in anti-BMP9 antibody-treated mice

compared to ALK1ecd treated mice.

How can we explain the differences observed betwe®&MP9 KO mice and anti-BMP9

treatment?

One possibility could be that BMP9 KO mouse ade@MP9 deletion. We therefore studied
whether the absence of circulating BMP9 could bemensated by another circulating ligand
of the BMP family. To do this, plasmas from BMP9 Kace and WT mice were compared
for their ability to activate the Smad1/5/8 pathwislyH-3T3 fibroblasts, were first transfected
with an ALK1-encoding plasmid and the BRE (BMP Rasgive Element) plasmid. These
cells were then stimulated with 0.5 % plasma fronf W BMP9 KO mice. Luciferase
activity was detected in response to WT plasma,redse no luciferase activity could be
detected following BMP9 KO plasma stimulation (F&p). This result led us to think that
there is no functional compensation of BMP9 in BMRO mice. However, we could not
exclude that another ligand could be circulating &w dose that would not be detectable in
0.5% plasma, or under an inactive form which cdaddurther activated.

To detect a possible ALK1 ligand circulating at l@ancentration, we stimulated NIH-3T3
transfected cells with 10 % serum from WT or BMPO Kiice in the absence or presence of
ALK1. NIH-3T3 cells do not express endogenous ALt do express ALK2/3/4/5 and so
can be stimulated by several cytokines of the P3&mily »°. In p-gal-transfected cells, 10 %
plasma from WT or BMP9 KO mice induced a similddw activation of the BRE. In ALK1-
transfected cells, 10% WT plasma induced a stroR§ Besponse, while 10 % BMP9 KO
plasma barely activated the BRE pathway (Fig. 3Bg also tested these plasma on the
activation of the Smadl/5/8 pathway on primary ¢heélal cells (HMVECd, Human
MicroVascular Endothelial Cells from dermis) to reakure that we were not missing the
presence of a factor that could circulate in arctiva form that could only be locally

activated by endothelial cells. For example, BMPa#bjch we previously described as a
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Figure 3: Isthereanother circulating compensatory ALK 1 ligand in KO BM P9 mice?

A: NIH-3T3 cells were transiently transfected witG8(BRE)-luc, pRL-TK-luc, and WT
ALK1. After 4 hours, cells were treated with 0,5KR@ BMP9 or WT plasma for 15 hours.
The luciferase activities were then measured. Tdative firefly luciferase activity was
normalized to renilla luciferase activity.

B: NIH-3T3 cells were transiently transfected it L3(BRE)-luc, pRL-TK-luc, and WT
ALK1 (right) or B-gal (left). After 4 hours, cells were treated with % KO BMP9 or WT
plasma for 15 hours. The luciferase activities wdren measured. The relative firefly
luciferase activity was normalized to renilla l@riise activity.

C:. HMVECd were starved for 1 hour and then treatéth & % KO BMP9 or WT plasma for
1 hour. Cell lysates (20 pg proteins) were resoled0 % SDS-PAGE and immunoblotted
with antibodies against phosphoSmad1/5 @tubulin (loading control).



ligand for ALK1*, has been described to be inactive when complexéts prodomair'®.
HMVECd were stimulated with 10 % plasma from WT RBIVIP9 KO mice and Phospho-
Smadl/5/8 was detected by Western Blot. We coulelcti@ phosphorylation of Smad1/5 in
HMVECd in response to 10 % plasma from BMP9 KO, &iud much lower level than with
10 % plasma from WT mice (Fig. 3C). Taken togethleese data demonstrate that some
circulating cytokines could activate the Smadlf8ways in serum from BMP9-KO mice,

but that this activation is weak and seems to bERAIndependent.

Discussion

This study has revealed the importance of BMP9h@ temodeling of blood vessels in
postnatal angiogenesis. Indeed, in the present ,weekdemonstrate that blocking BMP9
using a neutralizing anti-BMP9 antibody increasedscular branching of the retina in a
similar manner as the extracellular domain of ALALK1ecd).

BMP9 KO mice are viable, on the contrary of ALK1 Kfiice and Endoglin KO mic&® and

do not present an evident phenotype. This sugtfestsnother ALK1 ligand can compensate
the absence of BMP9 or that the effect of ALK1 ndaglin deletion is ligand-independent.
We have previously shown that BMP10 can also hindllik1 with a strong affinity". Due to
the strong expression dMP10 at the embryonic stag¥, we first hypothesized that
embryonic levels of BMP10 could compensate the 6d88MP9 for the embryonic vascular
remodeling. However, it was since shown that Iods&ldK1 at an adult stage leads to the
death of the animal some weeks after, demonstrétm@bsolute need of ALK1 also after the
embryonic stage®. Moreover, we could show, in accordance to twieptworks, that
BMP10can also be expressed in adult mice and thergfereannot completely exclude that
BMP10 might take the place of BMP9.

Retinal angiogenesis allowed us to study easilyshggic angiogenesis. Studying the
structure of the network, the radial expansionhef Yasculature, the coverage of the vessels
by mural cells, and the density of the vasculature,did not observed any defect in BMP9
KO mice compared to the WT mice (Fig. 1). This & what we would have expected as
absence of endoglin or ALK1 impaired retinal angiogsis'®. Indeed, loss of endoglin or
ALK1 at P2 led to retinal angiogenesis defects wlilints between veins and arteries, a delay
in the vascular expansion and an increase in thetkalial cell proliferation. Compensation
in our BMP9 KO mice by another ALK1 ligand was sesied.



The ability of serum from BMP9 KO mice to stimuldbkee Smad1/5/8 pathway was therefore
studied using two methods (the BRE activity and $head1/5/8 phosphorylation). The BRE
activity in NIH-3T3 cells revealed a low but stilletectable activation of the Smad1l/5/8
pathway by BMP9 KO serum (Fig. 3A). This activatisrnwell below the one observed with
WT serum, demonstrating that there is not a tadahmensation for the loss of BMP9 in the
BMP9 KO mice. Further, the activity of the BMP9 K€erum doesn't seem to be ALKl
dependent (Fig. 3B). We have also tried to stuéyieliel of Phospho-Smad1/5 in endothelial
cells in vivo by labeling aorta rings with an aRtiosphoSmad1/5. Unfortunately, we did not
succeed in performing such labeling. So for the manwe do not know if the remaining
BRE/phosphoSmad1/5 activity detected in BMP9 KQusewould be enough to compensate
the role of circulating BMP9. We plan to use siRNifected against ALK1 in HMVECd and
neutralizing anti BMP10 antibody and ALKlecd tott#sthe activation of the Smadl/5
pathway in response to BMP9 KO sera is ALK1-depanded to test if this activity is due to
circulating BMP10.

Blockade of ALK1 circulating ligand(s) by ALK1lecdas recently publishetf. The authors
demonstrated the necessity of ALK1 circulating hidés) for the lymphangiogenesis in the
tail dermis and for the retinal angiogenesis of loew mice. Since our BMP9 KO mice did
not have a vascular phenotype, we decided to nseimalizing anti-BMP9 antibody to study
the effect of BMP9 on retinal angiogenesis in congoa with ALKlecd. We observed a
significant increase in the number of branchingnfidemonstrating that addition of
ALKlecd increased vascular density. Interestingigdition of neutralizing anti-BMP9
antibody also increased the number of branchingtpoirhese data would suggest that the
ligand trapped by ALKlecd is BMP9. These data aredécordance with the increase in
endothelial proliferation observed in absence afogfin or ALK1 *°. We will need to check

if the increase in branching points is due to amaase in endothelial cell proliferation.

We did not see any arteriovenous shunt in retiras ALK1ecd or anti BMP9 treated animal
while Endoglin or ALK1 loss led to such shurits Loss of function mutations of Endoglin
and ALK1 are found in a vascular dysplasia callddTHIn this disease, direct connection
between arteries and veins are seen in patienesloBs of endoglin in mice was expected to
give such shunts and we expected to see theseatmmsewith the loss of the ligand, BMP9.
The absence of arteriovenous shunt could be exqudny the partial inactivation of BMP9
with ALK1ecd or anti-BMP9. Indeed, injections inwigorn mice (P1 and P3) is technically

difficult, and the dose of the treatment reallyetted could be lower than the expected. We



cannot exclude that a non-circulating ALK1 ligandyht not be neutralized by the ALK1lecd
and maintained an activity leading to a mild phgpet different to the loss of ALK1 or
Endoglin. Also, a possible effect of ALK1 and enlilogn a ligand independent manner
cannot be excluded and can also account for théfeeetices between the loss of one of the
receptor and the loss of BMP9. In this case, albastvity of the kinase of ALK1
independently of the ligand has to be present. dddenutations in ALK1 found on HHT
patients are loss of function mutations in respafsBMP9 ?° and mutations in Smad4 are
found on patient with HHT combined to the juvenitalyposis syndromé&'. Moreover, foetus
carrying two HHT related mutations die in utéfoAltogether, these data are in accordance
for a major role of the ALK1 kinase activity in AlIKpathway, and exclude a major role of
ALK1 independently of its kinase activity.

In order to determine the mechanism leading to thizease, we plan to study the
proliferation of the endothelial cells. Mice haveeh injected with BrdU and killed 2 hours
later. Retina will be labeled with anti BrdU soomdapositive nuclei will be counted in the
different conditions. Moreover, we will examine thember of tip cells and of filopodia per
tip cells in order to determine if the increasalehsity is due to a similar phenotype than the
increase of density following an inactivation ofidf>. We could suspect a regulation of the
Notch signaling by BMP9.

A loss of DIl4 has been shown to increase in thelmer of sprout in the retinal vasculature
and to increase in the vascular den&ftyAnother Notch ligand, Jagged1, as opposite effect
on the vascular network since it antagonizes tfecebn the DIl4/Notchl pathwad. Our
data could suggest a link between BMP9/ALK1 andcNotndeed, we have previously data
suggesting that BMP9 increases DlI4 (data not shown

The lack of vascular phenotype in BMP9 KO mice @lifjh neutralizing BMP9 antibody
leads to an increase in vascular density could estgfat the remaining activity of the BMP9
KO serum is sufficient to keep an ALK1 pathway natnThis remaining activity may be due
to circulating BMP10, but further investigation deto be done to prove it. To test this
hypothesis, we have injected ALK1lecd, which cap taery circulating ALK1 ligand, in KO
BMP9 mice at P1 and P3, and killed mice at P6.rMastiare under investigation and results
should give us information about a possible otherutating ALK1 ligand. BMP10 KO is
lethal due to heart defett It will be very interesting to cross inducible BXIO KO mice
with BMP9 KO mice and to induce the lossBWP10after the heart formation or at the adult
stage. Such mice without BMP9 and BMP10 will be pamed to mice lacking ALK1 or



endoglin. A lack of strong phenotype in mice lackiBMP9 and BMP10 would lead to the

hypothesis of another ligand for ALK1.
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Figure 75 : Augmentation de la densité vasculaireealla rétine des souris hétérozygotes
pour Dll4.
D'aprés (Hellstrom M. 2007).



Discussion

La neutralisation de BMP9 avec un anticorps aMiF® ou une forme soluble du
récepteur ALK1 conduit a une augmentation de lasid&nvasculaire de la rétine. Cette
augmentation correspond au phénotype décrit dansalidations de la voie DIl4-Notchl
(figure 75) La voie Notch est une voie de signalisation ecg¢ltules adjacentes. Le ligand de
la voie Notch, ici DIl4, est transmembranaire. Lécapteur, ici Notchl, est aussi
transmembranaire. La liaison de DIl4 sur Notchluinte clivage du domaine intracellulaire
de Notchl (appelé NICD pour Notch IntraCellular Ceom) qui est alors transporté dans le
noyau ou il opére des effets transcriptionnelsivalidation hétérozygote de DII4 induit une
vascularisation plus dense des vaisseaux sanguislad rétine consécutive a un
bourgeonnement excessif (Hellstrom M. 2007). Ineersnt, la surexpression de DIl4 conduit
a une baisse du bourgeonnement des cellules etidtbéliee a une diminution de la
prolifération et a une réduction de la migratiors @ellules endothéliales, aboutissant a un
réseau vasculaire moins dense (Trindade A. 200\ dlidation de Jagged1, autre ligand de
la voie, diminue la densité de la vascularisatiBangdito R. 2009). Lors du dernier congrées
sur les BMPs, I'équipe d'An Zwijsen a présentérawdil sur l'invalidation de Smad1/5 dans
les cellules endothéliales. Cette invalidation &inie une dérégulation de I'expression de Dll4.
Ces résultats confortent notre hypothése d'uneaiction entre la voie de BMP9 et la voie
Notch. Au vu de nos résultats sur la densité vas@ylla neutralisation de BMP9 pourrait
induire soit une augmentation de Jaggedl, soit din@nution de DIl4. Des résultats
préliminaires en PCR quantitative menés dans nab@ratoire indiquent que la stimulation
par BMP9 de cellules endothéliales en culture intlekpression de DIl4, ce qui serait en
accord avec nos résultats vivo (données non publiées). Des essais de marquatfe®tDI
Jaggedl ont été tentés sur les rétines des anitratés. Malheureusement, aucun marquage
n'‘a été détecté. De nouveaux tests avec des arglitie marquages différentes vont étre

réalisés prochainement.

Nous avons commencé a étudier I'angiogenése tlendems les souris invalidées
pour BMP9. Des cellules de carcinome de poumon eeid (LLC pour Lewis Lung
Carcinoma) en suspension dans du Matrigel ontrgéetées en sous-cutané. Ces cellules
expriment le gene de la luciférase nous permettiensuivre la croissance tumorale par

luminescence. Les tumeurs sont mesurées toute48lds au pied a coulisse. Nous avons
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réalisé une premiere expérience ou nous n‘avonslpesve de différence de la croissance
tumorale entre les souris invalidées pour BMP®stsburis sauvages. Cependant, dans cette
premiere expérience, nous avons une grande varggFrindividuelle (données non
présentées). Suite a des difficultés d'élevageée extpérience préliminaire a été faite sur un
nombre d'animaux faible (4 animaux dans chaguepgowe plus, les animaux étaient agés
(autour de 1 an). Nous allons refaire des essa&s dgs animaux plus jeunes, un plus grand
nombre de souris (afin d'atténuer la dispersionrdssltats). Nous allons également utiliser
une lignée cancéreuse de mélanome (B16F10) déortene particulierement angiogénique.
Ces travaux permettraient de donner une explicationl'efficacité des neutralisants de la
voie ALK1 (récepteur soluble ALK1-Fc ou anticorpomoclonal anti-ALK1) actuellement
développés (Hu-Lowe D. D. 2011) (Mitchell D. 20@unha S. I. 2010). En effet, il a été
démontré qu'ALK1-Fc inhibe BMP9 et BMP10 (Mitchéd. 2010). De plus, une étude
récente avec de l'endogline soluble, qui neutraB8&P9 et BMP10, montre aussi une
diminution de la croissance tumorale lors d'adntiai®n de cette forme soluble d'endogline
(Castonguay R. 2011). Cependant, aucune étuderetiainent et spécifiqguement neutralisé
BMP9. Les mécanismes d'action d'’ALK1-Fc ou de itanps anti-ALK1 ne sont pas clairs.
Hu-Lowe et collaborateurs proposent un réle proag@mique d'ALK1 pour expliquer les
effets de la neutralisation de la voie ALK1 (Hu-L®w. D. 2011). Notre hypothése serait
plutét que BMP9 agit sur la quiescence de I'endintimévasculaire (David L. 2008) et sur la
phase de maturation (Lamouille S. 2002) pendangiteenese (notamment en inhibant la
prolifération et la migration des cellules endoiglék). Ainsi, nous pensons que BMP9
pourrait arréter la migration des cellules enda#thés et leur prolifération dans un contexte
angiogénique, et que BMP9 est un facteur de quiescdans un contexte non angiogénique.
Un blocage de BMP9 dans un contexte angiogéniqumiguoerait une perturbation de la
phase de maturation de l'angiogenese, aboutissdes &aisseaux peu fonctionnels, ce qui

desservirait la tumeur.

L'augmentation de l'angiogenése dans la rétine I'pgection d'ALK1-Fc et la
réduction de l'angiogenese tumorale par la mémeecutd peut sembler contradictoire.
Cependant, le blocage de Dll4, facteur de quiescelecl'endothélium, a donné les mémes
résultats. En effet, la diminution de DIl4 induiheas angiogenese excessive dans la rétine
(Hellstrom M. 2007) et le blocage de DIl4 dans tumeeur induit une angiogenese excessive
mais non fonctionnelle avec une diminution de lgfyston de la tumeur, une hypoxie plus

importante de la tumeur et une diminution de sassamce (Noguera-Troise |. 2006)
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(Ridgway J. 2006). Nous pouvons penser que l'itibibid'ALK1 dans la tumeur a le méme
effet. Le flux sanguin au sein d'une tumeur dans souris traitée avec du ALK1-Fc est
d'ailleurs diminué (Hu-Lowe D. D. 2011). Un lientenles voies ALK1 et DIl4 semble donc

de plus en plus probable.

La différence entre le phénotype des souris idéals pour BMP9 et l'effet de la
neutralisation de BMP9 (avec I'anticorps anti-BMpeut s'expliquer par une adaptation des
souris invalidées pour BMP9. De plus, le fond gguét de nos souris (C57BL/6) n'est pas
favorable aux phénotypes vasculaires. Nous avomg dmmmencé a changer le fond
génétique de nos souris pour les obtenir dans noh Balb/c et 129/0la, plus favorables pour
les phénotypes vasculaires (Rohan R. M. 2000) @&hak 2005).
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Conclusion

Mes travaux de thése ont permis plusieurs avade@s la compréhension de la
signalisation des BMPs, dans I'établissement d'wdéetke moléculaire de la maladie de
Rendu-Osler de type 2, ainsi que dans la détermmmau réle de BMP9 dans l'angiogenése

physiologique.

Une application concréete de mon travail sur la adi@l de Rendu-Osler est
I'établissement d'un test diagnostique permettandisicriminer les mutations pathologiques
d’ACVRL1 des polymorphismes rares. Ce test est maintenaigéupar le Service de
génétique moléculaire et clinique de I'ndpital EatouHerriot de Lyon.

Mon étude sur la maladie de Rendu-Osler a permigrdposer comme modéle de
maladie I'naploinsuffisance fonctionnelle de laevdiALK1 en réponse a BMP9.

Ce travail sur les différents mutants d'ALK1 m@alément permis d'apporter une
contribution dans la compréhension de la signatisades BMPs et de montrer que la queue
NANDOR est aussi importante pour ALK1, et probaldaipour I'ensemble des récepteurs
de type 1. En effet, mon étude sur les mutants NARDa permis de montrer le réle de la
gueue NANDOR dans l'activité kinase des récepteurson dans l'activation des récepteurs
de type 1 par le récepteur de type 2 (transaacbimpticomme précédemment décrit
(Garamszegi N. 2001). De plus, j'ai démontré qugdascomplémentation, qui consiste en
I'activation d'un récepteur de type 1 mutant daesaativation grace a un autre récepteur de
type 1 défaillant dans son domaine kinase, ne sdugsait pas pour ALK1. Depuis, ces
résultats ont été confortés par une autre pubticafHuang T. 2011). Cette notion de
transcomplémentation a également été remise ertiqugmur ALKS. L'ensemble de ces
données suggeéere une absence de transcomplémemtatiofiensemble des récepteurs de la

famille.

La maladie de Rendu-Osler se caractérise par ddslet artério-veineuses.
L'invalidation conditionnelle d'ALK1 a permis de ntcer que les fistules se développent en
réponse a un stimulus angiogénique et semblent éivada conséquence d'une angiogenése
dérégulée en absence d'ALK1 (Park S. O. 2009) (¥valik J. 2010). L'ensemble de ces
résultats suggere que l'inactivation partiellealgdie ALK1 dans la maladie de Rendu-Osler

conduit a une angiogenése excessive en cas deluginangiogénique. L'efficacité de
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I'Avastin dans les essais cliniques sur les patiatieints de la maladie de Rendu-Osler est en
accord avec cette hypothese. Mes travaux prélimgged vivo montrent que l'inactivation de

la voie ALK1 dans des souriceaux (en utilisant Aled-Fc ou anti-BMP9) donne une
vascularisation de la rétine plus dense. Mémecsi jdur nous ne comprenons pas encore les
causes de cette augmentation de la densité (déréglede la voie Notch et/ou
hyperprolifération des cellules endothélialeshdiagenéese physiologique de la rétine semble
hyperactivée lors de linvalidation d'ALK1. Les u#iats de mes étuddams vivo et sur la
maladie de Rendu-Osler vont donc dans le sensepere de la voie BMP9/ALK1 aboutit &
une angiogenése excessive. Ces résultats suggeradte de la voie BMP9/ALK1 dans la
maturation de I'angiogenése et/ou la quiescendernt#othélium. Au vu des résultats publiés
sur l'efficacité des inhibiteurs de la voie ALK1L(KR1-Fc ou anti-ALK1) dans les modeéles
murins de tumeurs, nous pouvons penser qu'inhibéraieur de maturation ou de quiescence
aboutit a une angiogenése accrue mais peu fonefienet donc dessert la tumeur.
L'inhibition du facteur de quiescence DIl4 montree efficacité antitumorale. Ces résultats
suggerent donc une piste d'étude intéressante peéuelopper des thérapies anti-
angiogéniques de deuxieme génération, complétast therapies anti-angiogéniques

existantes, celles de premiére génération visargitadu VEGF.
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Perspectives

L'étude de la signalisation d'ALK1 en réponse aF®Whe fait que commencer. Cette
étude peut avoir des répercussions sur nos coanass sur la signalisation BMP en général
ainsi que sur le mécanisme moléculaire de la malad Rendu-Osler, l'angiogenése et

d'autres fonctions mal connues de BMP9.

1) Signalisation BMP : relation entre les réceptens au sein du complexe.

La structure cristallographique du complexe domaixtracellulaire d'ALK1/forme
mature de BMP9 peut étre le début d'une étude esurinteractions entre les récepteurs,
notamment entre les deux dimeres récepteur de Iygeepteur de type 2. En effet, la
connaissance des acides aminés impliqués daradarlide BMP9 sur ALK1 nous permettra
de faire par mutagenése dirigée un mutant de BMB&pable de se lier aux récepteurs. La
production d'hétérodimére de BMP9 composé d'un méne de BMP9 sauvage, donc
capable de se lier aux récepteurs, et d'un monodee®MP9 muté, donc sans capacité de
fixation sur les récepteurs, nous permettra d'awoeiligand capable de lier un seul dimeére de
récepteur de type 1/récepteur de type 2. Ainginsi signalisation Smad1/5/8 est maintenue
par cet hétérodimere de BMP9, nous pourrons enlw@ngu'un dimére de récepteur de type
1/récepteur de type 2 est suffisant pour induirsigmalisation, et que les deux dimeres du
complexe de signalisation fonctionnent indépendantrtien de l'autre. Cette démonstration
confirmerait nos résultats sur la signalisation dastants d'ALK1, qui n'ont pas d'effet
dominant-négatif en réponse a BMP9. Ce modele dmérdi indépendant dans

I'nétérotétramere de récepteurs a été demontrd@d@F$ (Huang T. 2011).

2) Voie de signalisation Smad-indépendante.

Le mécanisme d'activation des voies Smad-indépgeslanotamment des voies JNK
et p38, est peu clair. En effet, s'il est étabk dubiquitinyle ligase TRAF6 active TAK1 en
réponse a une stimulation T@F-activant alors les voies JNK et p38, I'utilité Igectivité
kinase d'ALK5 dans cette activation de TRAF6 egtsaia controverse (Yamashita M. 2008)
(Sorrentino A. 2008). Il serait ainsi intéressatutlier le mécanisme d'activation des voies
Smad-indépendantes par ALK1l. Ces voies sont trgmornantes dans le contréle de la
migration des cellules endothéliales (David L. 2907Cependant aucun meécanisme

d'activation n'est connu. De plus, un motif conasrge liaison de TRAF6 a été retrouvé sur
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ALK5 et ALK6 uniguement (Sorrentino A. 2008). llreble donc probable que l'activation
des voies Smad-indépendantes par ALK1 ne passparaSRAF6. Les différents mutants
réalisés pour I'étude de la voie Smad en réporBBIR9 dans la maladie de Rendu-Osler
peuvent étre un outil pertinent pour étudier leerdle l'activité kinase d'ALK1 dans la
signalisation Smad-indépendante. Ces résultatggient aboutir & un mécanisme général de
l'activation des MAPKs par les BMPs. L'étude desiesoSmad-indépendantes est
particulierement importante pour comprendre la $jgé&é d'activité de BMP9 sur les cellules
endothéliales (inhibiteur de la migration et de peolifération) par rapport aux effets

proangiogéniques des autres BMPs.

3) Autre ligand pour ALK1 ou réle d'ALK1 ligand in dépendant.

Concernant la signalisation ALK1 plus précisémeat, différence flagrante du
phénotype de nos souris invalidées pour BMP9 gapai aux souris invalidées pour ALK1
nous suggere qu'un ligand d'’ALK1 compense la peéeeBMP9. BMP10, l'autre ligand
physiologique d'ALK1, n'est pas décrite comme daote. Cependant, une présentation au
dernier congres sur les BMPs a Louvain par ThonrasilBBsuggéere une possible circulation
de BMP10. Dans le cas d'une circulation de BMPliOpgumettrait de compenser au moins
partiellement la perte de BMP9 dans nos sourisptaribution exacte de BMP10 circulante
et de BMP9 circulante dans la signalisation d'ALs&rait tres intéressante a étudier. Une
autre explication de la différence de phénotypeeelat souris invalidée pour ALK1 et pour
BMP9 peut étre une signalisation d'ALK1 indépendadiun ligand ou un réle d'ALK1
indépendant de son activité kinase. D'un pointukepersonnel, un réle d'ALK1 indépendant
de son activité kinase m'apparait peu probablés sulia mortalitén uterodes feetus porteurs
de deux alleles ACVRL1Imutés (Snyder L. 1944) (Karabegovic A. 2004) (EBkkh el H. A.
2006) (Wooderchak W. 2010). Un roéle ligand-indéarichourrait étre testé en réalisant une
souris génétiguement modifiée qui exprimerait untamu d'ALK1 incapable de lier
BMP9/BMP10 (réalisable aprés la cristallographiecdmplexe) mais localisé a la membrane

plasmique. Ce projet reste lourd techniquement.

4) Test diagnostique pour HHT-1 et HTAP.

L'haploinsuffisance fonctionnelle de la réponsBMP9 dans la maladie de Rendu-
Osler de type 2 a été demontrée par mes travawerdlit intéressant de mener une étude
similaire sur des mutations d'endogline afin ded®giner si la perte d'un alléle de I'endogline

(dans le cadre de mutations "frameshift" ou de trarta non-sens) ou si une endogline mutée
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sur un acide aminé diminue la réponse a BMP9. L faffinité de BMP9 pour I'endogline
(Scharpfenecker M. 2007) (Castonguay R. 2011),bnhelle en comparaison avec les autres
ligands de I'endogline, suggere une implicationadeoie BMP9 dans la maladie de Rendu-
Osler de type 1 également. Notre test diagnosiquerait alors permettre de discriminer les
mutations ponctuelles pathologiques des polymonpdss rares pour les mutations de
I'Endogline Dans le cadre d'une diminution de la voie BMP$s ld'une mutation de
I'Endoglineliée a la maladie de Rendu-Osler de type 1, ihisgudicieux d'étudier si la
mutation a un effet dominant-négatif sur l'allédgage. En effet, contrairement a ALK1,
I'endogline dimérise par un pont disulfure. La emation d'une activité d'un dimere
endogline sauvage/endogline mutée ne parait pderme et mérite une étude.

Le développement d'un test diagnostique pour legatons de BMPR2 impliquées

dans I'HTAP peut aussi étre intéressant.

5) Souris invalidées pour BMP9 et maladie de RendOsler.

Il 'y a a ce jour aucune preuve directe de lioaplon de BMP9 dans la maladie de
Rendu-Osler. En effet, méme si nos travaux ont eadér@oune diminution de moitié de
I'activité de la voie BMP9 dans la maladie de Re@dler de type 2, aucune mutation de
BMP9 n'a été trouvée sur des patients et I'imptinatie BMP9 dans la maladie de Rendu-
Osler de type 1 n'est pas démontrée. Le sérum sleulds invalidée pour BMP9 présente une
capacité d'activation de la voie Smad1/5/8, sur ailsiles endothéliales en culture, faible
mais existante. Il semble donc que la voie Sma#1i8/soit pas compléetement abolie dans
les cellules endothéliales de ces souris, maisleimgnt diminuée. Ces souris pourraient donc
étre un bon modéle de la maladie de Rendu-Osler fiskiles artério-veineuses peuvent se
développer suite a un stimulus angiogénique ouanmihatoire et augmentent lors du
vieillissement. Il semble donc qu'une observaties dhisseaux sanguins, notamment dans les
sites fréquents de fistules chez les patients HidiE/poumon/systéme nerveux central), sur
des souris agées (> 1 an) soit une stratégie gs@nge. De plus, la réponse de ces souris a un
stimulus angiogénique, inflammatoire ou a une biespourrait conduire a la visualisation de
fistules. Dans ce cas, une premiére preuve deliGaton de BMP9 dans la maladie de

Rendu-Osler serait apportée.
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6) Régulation de I'activité de BMP9.

L'haploinsuffisance fonctionnelle de la voie BMEBez les patients atteints de la
maladie de Rendu-Osler de type 2 suggere qu'uneentgtion de la voie ALK1 pourrait
constituer une stratégie thérapeutique efficacétutde de la régulation de l'expression
d'ALK1 et de BMP9 pourrait apporter des cibles déip&utiques. Le taux de BMP9 circulant
dans le sérum humain est de 2 a 10 ng/mL. ,EE BMP9 étant autour de 50 pg/mL, il
semble que la voie ALK1 soit saturgevivo. Cependant, I'ajout de BMP9 exogéne sur les
vaisseaux de la CAM de poulet induit une réponsegogmentation du tonus vasculaire
(David L. 2008). Ce résultat suggére que la vod K1 n'est pas saturée a I'état basal par le
BMP9 circulant. Il semble donc que des régulatelesl'activité de BMP9 au niveau de
I'endothélium neutralisent une partie du BMP9 danti A ce jour, aucun des régulateurs des
BMPs connu n'a d'action sur BMP9. L'étude de laulatgpn de l'activité de BMP9 sur
I'endothélium vasculaire peut permettre de mettjeut une cible thérapeutique dans la
maladie de Rendu-Osler. Un potentiel régulateur'atgivité de BMP9in vivo serait la
circulation de récepteur soluble. L'endogline p&une clivée par une protéase et est capable
de neutraliser BMP9 (Castonguay R. 2011). L'étugléadrégulation de ces clivages semble
donc particulierement importante afin de mieux eera régulation de l'activit¢ BMP&
Vivo.

Les taux d'endogline soluble étant trés élevés dampré-éclampsie (Venkatesha S.
2006), la voie BMP9 pourrait étre fortement inhilokas cette pathologie. Une étude du role
de la voie BMP9 dans cette pathologie semble dtmecd® tout premier intérét. Cependant,
cette pathologie est spécifique de l'espéce humeainaucun modéle animal satisfaisant

n'existe, ce qui rend les études particulieremgfitites.

7) Mécanisme moléculaire de I'HTAP.

L'HTAP est une maladie dont les mécanismes maiées| sont peu connus. Bien que
les mutations dBMPR2 soient un facteur de prédisposition a la malalliemécanisme
moléculaire reliant la voie des BMPs et 'HTAP hjeas completement établie. En effet, les
genes du tonus vasculaire dérégulés dans I'HT Addmiepas des cibles connus de la voie des
BMPs ou ne varient pas dans le sens attendusdtledithel est induite par la voie des BMPs
(Star G. P. 2010), alors que chez les patientsoqtiune voie des BMPs altérée, le taux
d'endothélinel est augmenté (Cacoub P. 1993))udeétranscriptionnelle de la voie des
BMPs, spécifiguement de la voie ALK1/BMPR2 sembtad intéressante afin de pouvoir

mieux comprendre I'HTAP. La régulation de BMPR2 BEmaussi particulierement
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importante, les patients sans mutation de BMPR&egmté@nt un taux de BMPR2 inférieur aux
personnes saines (Atkinson C. 2002). Une meillearepréhension de la régulation du taux

de BMPR2 pourrait aboutir a la découverte de citiiésapeutiques.

8) Fonctionnement d'ALK1-Fc.

La poursuite de I'étude vivo de l'inactivation de la voie ALK1 par ALK1-Fc et
BMP9 peut aboutir au mécanisme d'action d'’ALK1-Boe analyse fine de l'angiogenése
tumorale de souris traitées avec anti-BMP9 ou AlHCIpourrait montrer un bourgeonnement
plus important des vaisseaux tumoraux que darsitesurs des souris non traitées, mais une
perfusion de la tumeur diminuée. Si ces résultatg atteints, l'inhibition des voies de la
phase de maturation de I'angiogenese et l'inhibdies facteurs de quiescence pourraient étre

des pistes thérapeutiques pour le développememueelles thérapies anti-angiogéniques.

9) Rble de BMP9 dans la lymphangiogenése.

Une étude récente montre qu'ALK1-Fc inhibe la ligapgiogenése du derme de la
queue de souriceau (Niessen K. 2010). L'inhibitenBMP9, par un anticorps anti-BMP9,
pourrait aboutir aussi a un blocage de la lymplagwiéese. Le r6le de BMP9 dans la
lymphangiogenése devra alors étre étudié plus fapémment (régulateur de la voie Notch ?

de la prolifération et/ou de la migration des debuendothéliales lymphatiques ?,..).

10) Fonctions de BMP9 non vasculaires.

BMP9 semble jouer un rble dans le développementsyhiéme nerveux central,
l'ostéogenese et la régulation du taux de glucbsk éer. Des études plus précises doivent
étre menées pour mieux connaitre ces effets etndiéter le récepteur impliqué. S'il s'agit

d'ALK1, ce serait le premier rle d'ALK1 décrit, dahors du systeme vasculaire.

138



Liste des abréviations



Liste des abréviations

ActR2
ADAM
ALK
AMH
AMHR2
Ang
AP1
BAEC
BAMBI
BH4
BISC
BMP
BMPER
BMPR2
BRE
CamK2
CBP
CDK
CEC
cGKI
cGMP
CHIP
CK2pB
CRM
CSM
Dan

]|
DMLA
DPC4
EMT
Eng
Erk
FDA
FGF
FLK
FLT
FSH
GDF
GDNF
GFP
GM-CSF
GPI
GSK
hCG
HDL
HGS
HHT
HIF

Activin Receptor type 2

A Disintegrin And Metalloproteinase

Activin receptor-Like Kinase

Hormone Anti-Mdllerienne

AMH Receptor type 2

Angiopoiétine

Activator Protein 1

Bovine Aortic Endothelial Cell

BMP and Activin Membrane Bound Protein
tétrahydrobiopterine 4

BMP Induced Signaling Complexe

Bone Morphogenetic Protein

BMP-binding Endothelial cell precursor-derived Regulator
Bone Morphogenetic Protein Receptor type 2
BMP Responsive Element

Ca2+ and calModulin-dependant Kinase 2
CREB Binding Protein

Cyclin-Dependant Kinase

Cellule Endothéliale Circulante
cGMP-dependant Kinase

cyclic Guanosine MonoPhosphate
C-terminus of Hsc70 Interating Protein
Casein Kinase 23

Chromosome Region Maintenance

Cellule Souche Mésenchymateuse
Differential screening-selected gene Aberrative in Neuroblastoma
Delta Like Ligand

Dégénérescence Maculaire Liée a I'Age
Deleted in Pancreatic Carcinoma locus 4
Transition épithélial-mésenchymateuse
Endogline

Extracellular-signal-Regulated Kinase

Food and Drug Administration

Fibroblast Growth Factor

Fetal Liver Kinase

FMS-Like-Tyrosine kinase

Follicule Stimulating Hormone

Growth and Differentiation Factor

Glial cell-Derived Neurotrophic Factor

Green Fluorescent Protein

Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
Glycosyl Phosphatidyl Inositol

Glycogen Synthase Kinase

Hormone Chorionique Gonadotrope

High Density Lipoproteins

Hepatocyte Growth factor-regulated tyrosine kinase Substrate
Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia
Hypoxia-Inducible Factor
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HMVEC
Hsp90
HTAP
HUVEC
IL
I-Smad
JNK
KLF6
LAP

LH
LTBP
Mad
MAPK
MEC
MEEC
MESEC
MMP
MTMR4
mTor
NANDOR
NEC
NES
NFkB
NGF
NICD
NLS

Np
Par-4
PCR
PDGF
PDK
PDP
PEC
PFC
PI3K
PI3P
PIP2
PIGF
RGM
R-Smad
RT
SARA
SBE
SCP
SGF
SKR
Smurf
Spl
SUMO
TAK

Human MicroVascular Endothelial Cell
Heat Shock Protein 90

HyperTension Artérielle Pulmonaire
Human Umbelical Vein Endothelial Cell
InterLeukine

Smad inhibitrice

c-Jun N-terminal Kinase

Kruppel-Like Family 6

Latent Associated Protein

Luteinizing Hormone

Latent TGF-( binding protein

Mother Against dpp

Mitogen-Activated Protein Kinase
Matrice ExtraCellulaire

Mouse Embryonic Endothelial Cell

Mouse Embryonic-Stem-cell-derived Endothelial Cell

MétalloProtéase Matricielle
Myotubularin-related protein 4
Mammalian Target of Rapamycin
NonActivating Non-DOwn-Regulating
Normal tissu Endothelial Cell
Nuclear Export Sequence

Nuclear Factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells

Neural Growth Factor

Notch IntraCellular Domain

Nuclear Localising Sequence
Neuropiline

Prostate Apoptosis Response-4
Polymerase Chain Reaction
Platelet-Derived Growth Factor
Phosphoinositide Dependent Kinase
Pyruvate Dehydrogenase Phosphatase
Progéniteur Endothélial Circulant
PreFormed receptor Complexe
Phosphatidyl Inositol 3-phosphate Kinase
Phosphatidyl Inostol 3 Phosphate
Phosphatidyl Inositol biPhosphate
Placenta Growth Factor

Repulsive Guidance Molecule
Receptor-regulated Smad
RétroTranscription

Smad Anchor for Receptor Activation
Smad Binding Element

Small C-terminal domain Phosphatase
Sarcoma Growth Factor
Serine/threonine-Kinase Receptor
SMad Ubiquitin Regulatory Factor
Specificity Protein 1

Small Ubiquitin-related Modifier protein
TGF-B-Activated Kinase
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TEC
TGF
TRAF
Tsg
TSP
TSR-1
TBR2
VEGF
VEGFR
VIH
VPF

Tumor Endothelial Cell
Transforming Growth Factor

TNF Receptor Associated Factor
Twisted gastrulation
ThromboSPondine

TGF- Superfamily Receptor-type 1
TGF-3 Receptor type 2

Vascular Endothelial Growth Factor
Récteur au VEGF

Virus de I'l'mmunodéficience Humaine
Vascular Permeability Factor
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Résumé

ALK1 est un récepteur de la famille du T@Fprincipalement exprimé dans les
cellules endothéliales. Le ligand physiologiquecietulant d'ALK1, BMP9, a été découvert
par notre laboratoire en 2007, ce qui a ouverjpaassibilités d'étude de la fonction d'ALK1.

La premiére partie de ma thése a été consacrémalyke fonctionnelle de mutants
d'ALK1, retrouvés sur des patients atteints de kEadie de Rendu-Osler de type 2, en
réponse a BMP9. Cette étude a permis de : 1) peopdsploinsuffisance fonctionnelle
comme modeéle de la maladie ; 2) développer un deginostique pour discriminer les
mutations pathogénes des polymorphismes rares,doadéur réponse a BMP9 ; 3) d'avoir
une meilleure connaissance des acides aminés d'Ahfdrtants dans la réponse a BMP9.

Un second travail a consisté en la productionadéofme mature de BMP9 et du
domaine extracellulaire d'ALK1 en vue de I'étude ldestructure cristallographique du
complexe. L'expression des protéines et leur matifon sont en phase d'optimisation.

Enfin, un troisieme projet consistait en l'analgseréle de BMP9 dans l'angiogenése
in vivo. La neutralisation de BMP9 par deux stratégiesndites induit une augmentation de

la densité vasculaire dans la rétine de la sougisnécanisme est en cours d'investigation.

Abstract

ALK1 is a TGFf family receptor, mainly expressed on endotheliellsc The
physiologic and circulating ligand of ALK1, BMP9,as discovered by our laboratory in
2007, which opened opportunities for studying thection of ALK1.

The first part of my thesis was on the functionahlysis of ALK1 mutants from
HHT-2 patients in response to BMP9. This study vedld us to: 1) propose functional
haploinsufficiency as a model for HHT-2; 2) develapdiagnostic tool to discriminate
pathogenic mutations from rare polymorphisms, basedheir BMP9 response; 3) increase
our knowledge of important amino acids in ALK1 the BMP9 response.

A second work was on the production of the matiaren of BMP9 and of the
extracellular domain of ALK1 in order to study tbeystallographic structure of the complex.
The expression of these proteins and their putiGoaare in optimization phase.

Lastly, a third project was on the analysis ofritble of BMP9 in angiogenesis in vivo.
Neutralization of BMP9 using two strategies induaesncrease of the vascular density of the

retina in mouse. Mechanism of action is under itigason.



