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Les maladies cardiovasculaires sont les premiaases de mortalité dans le monde.
D’apres les chiffres publiés par TOMS en 2012 eegllreprésentent 48% des causes de
mortalité non infectieuse dans le monde. Une mei#lecompréhension des mécanismes
physiopathologiques est nécessaire pour optimesetrditements actuels. Durant ce travail de
these, nous nous sommes intéressés a deux padwlogidiovasculaires : I'insuffisance
cardiaque et la calcification des plaques datl®énsse, une des complications de

I'athérosclérose.

L’insuffisance cardiaque est une pathologie quich®u un muscle essentiel de
'organisme, le coeur. Les causes de linsuffisacareéliaque sont variées allant de mutations
qui touchent certains genes essentiels a la coimmacardiague, aux conséquences d’'une
hypertension ou d’'une obstruction des coronairesce& causes variées correspondent
différentes expressions de cardiomyopathies. Ré@mmine protéine adaptatrice nommée
ShcA a été identifiée comme jouant un réle majeun&eau du systeme cardiovasculaire.
ShcA pour Src homology and collagen homology A caang trois isoformes p46, p52, p66.
Elle joue un réle essentiel dans la transductiosidanal intracellulaire initié par les intégrines
et les récepteurs a activité tyrosine kinase taks [§GF-1r, 'EGFr et le PDGFr. ShcA est
impliquée dans différents processus tels que léf@mation, la survie et la différenciation
cellulaires. Au niveau du systeme cardiovasculdiigcA joue un réle majeur au cours de
'embryogenese. En effet, la délétion de ShcA étstié tres tot au cours de I'embryogenese a
E11,5 ce qui est d{, entre autres, a des anontdies I'organogenese du cceur. Dans ce
contexte, la premiere partie de ce travail de tissst intéressée a I'étude du role de ShcA

dans la fonction cardiaque.

La deuxieme partie de ce travail de these s’esréassée a la compréhension des
mécanismes impliqués dans la calcification desygagi’athérome. Récemment, un récepteur
important a été identifie comme jouant un role danghysiopathologie de I'athérosclérose :
LRP1.

La calcification des plaques d’athérome est uneptication fréquente associée a des
risques élevés d’infarctus. La calcification vasid fait intervenir des processus complexes
de minéralisation et certains facteurs de trangsorigggalement impliqué lors de l'ossification
endochondrale et membranaire comme Sox9 et Caftksification endochondrale fait
intervenir la famille des protéines Wnts qui soes$ glycoprotéines secrétées dont Wnt5a fait
partie. Wnt5a est bien connu pour jouer un rélesdandifférenciation chondrogénique. De

14



plus, l'absence de Wnt5a chez la souris induit gnave malformation du squelette.
Récemment, nous avons identifié un récepteur marmabve le low density protein receptor-
related protein 1 (LRP1) comme étant un réceptet@ragissant avec la voie canonique de
Whnt5a. En effet, la présence de LRP1 protége @ediaulation de cholestérol intracellulaire
en induisant I'expression de Wnt5a dans les filastgls embryonnaires de souris. Par ailleurs,
LRP1 joue un role protecteur dans l'athérosclér&seeffet, les souris déficientes en LRP1
spécifiguement dans les cellules musculaires li§Sad_RP1-) développent plus de plaques
d’athérome que les souris sauvages. Ce phénotyperegé par le traitement des souris a la
rosiglitazone, un agoniste de PPARCes résultats suggerent une interaction entrelL&P
PPARy. PPAR est un récepteur nucléaire impliqué dans les peusede différenciation. |I
joue un réle d’'activateur de la différenciationgmtiitaire et d’inhibiteur de la chondrogenese.
Méme si plusieurs génes ont déja été impliqués danprogramme d’ossification, les
mécanismes moléculaires, les voies de signalisationle régulation impliqués dans ce
processus et au cours de la calcification des pkdiathérome restent encore mal connus.
Dans ce contexte, la deuxieme partie de ce tralaithése s’est intéressée a la
compréhension des mécanismes impliqguant LRP1, Wttt AR dans la calcification des

plaques d’athérome.
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Premiere partie
Implication de ShcA dans l'insuffisance

cardiaque
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1. Le systeme cardiovasculaire

1.1. Le Cceur

Le cceur joue un réle essentiel dans la régulatiofiuck sanguin, il permet de faire
circuler le sang dans tout le corps dans un sarsgécis. Il peut réguler le débit sanguin en

fonction des besoins de I'organisme.

1.1.1.Anatomie du coeur sain

Le cceur est divisé en deux grace au septum etiehzaytie est elle-méme divisée en
deux chambres pour former les ventricules et lesllettes (Figure 1). Pour permettre la
circulation du sang dans un sens unique les dtesleet ventricules communiquent grace a
des valves qui s'ouvrent et se ferment en fonctlen’état de contraction du cceur ce qui

empéche le sang de refluer.

Aorte

Oreillette
Gauche

Oreillette
Droite Valve
Septum Ventricule
Gauche
Ventricule
Droit
Myocarde

Figure 1 : Représentation anatomique du cceur (irSBagger Medical Art)

Le cceur est un muscle constitué de trois enveloppegéricarde, le myocarde et

'endocarde. Le péricarde est I'enveloppe extemeabur, il est constitué de deux feuillets :
17



le feuillet viscéral qui adhére au myocarde et lpreappelle I'épicarde, et I'autre pariétal. Le
myocarde est principalement constitué de cellulesamaires et permet la contraction du
coeur. L'endocarde est la mince couche qui tapess$acke interne du cceur, elle est constituée

de cellules endothéliales (Figure 2).

Péricarde Pariétal
4‘// Péricarde Viscéral (Epicarde)

Endocarde

Péricarde

Myocarde

Figure 2 : Représentation des tuniques qui comstitle coeur (image Servier Medical Art).

1.1.2.Fonctionnement du cceur

Le cceur permet d’expulser le sang dans les vaisggaae a des cycles de contraction
et de relaxation. La contraction du muscle cardiagst appelée systole. Durant la systole les
ventricules se contractent ce qui permet d’expulsesang dans les artéres. Le ventricule
gauche se vide dans l'aorte alors que le ventridotét se vide dans I'artére pulmonaire.
L’augmentation de la pression sanguine lors depl#sion du sang est appelée pression
systolique. La relaxation du muscle cardiaque pgekte diastole. Pendant la diastole le coeur
se remplit de sang, c’est a ce moment que I'on détgrminer la pression diastolique. La
fraction d’éjection est caractérisée par la diffiée entre le volume diastolique c'est-a-dire le
volume du ventricule gauche pendant la diastole eblume systolique c'est-a-dire le volume

du ventricule gauche apres la systole.
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1.1.3.Les cellules qui composent le coesur

Le myocarde est constitué principalement de degesyde cellules, les cellules
musculaires myocardiques qui sont majoritairescédisiles cardionectrices qui permettent de
générer et conduire le potentiel d’action. Ces deypes cellulaires jouent des roéles
totalement différents mais essentiels au bon fonogment du cceur. Les cellules
cardionectrices ont une fonction de conductionsatpre les cellules musculaires ont un role

de contraction (Miquerol et al., 2011).
1.1.3.1. Le systeme de conduction du cceur.

Les cellules cardionectrices forment un systemerisg au sein du cceur afin de permettre
une propagation du potentiel d’action de facon doonée. L’activité électrique du coeur est
générée par des cellules pacemaker localiséedalansud sino-auriculaire (ou nceud sinusal)
situé dans la région dorsale de l'oreillette droitactivité électrique se propage rapidement
dans les deux oreillettes conduisant a leur cotitracPour propager le potentiel d’action au
sein des ventricules, le potentiel d’action empgulg systéeme de conduction Auriculo-
ventriculaire. Cela commence par la convergenckadgvité électrique initi€ée par le nceud
sinusal au niveau du noeud auriculo-ventriculaitactivité électrique se propage rapidement
vers I'apex des ventricules grace au systeme deéuobion ventriculaire qui est constitué du
faisceau de His qui se sépare en deux branchebrafehe droite et gauche de His. Ces
derniéres vont se séparer en un réseau de fibpedéafibres de Purkinje (Miquerol et al.,
2011) (figure3).
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Faisceau de His
Neceud Sinusal
Branche droite et

gauche du faisceau de
His

Noeud
Auriculo-Ventriculaire

Réseau de Purkinje

Figure 3 : Systeme de conduction du cceur (imagéesaviedical Art).

Les cellules qui composent le systeme de conduchionceur ont la méme origine que les
cardiomyocytes (Cheng et al., 1999), cependans skedifférencient des cardiomyocytes par

leur cytoplasme pauvre en fibres contractiles.

1.1.3.2. Le cardiomyocyte

Le cardiomyocyte est la cellule contractile du colluest constitué d’'une membrane
plasmique appelée sarcoléemme qui joue un role #skéians la transmission du potentiel
d’action, dans la communication entre cellules galément dans la jonction entre le
cardiomyocyte et la matrice extracellulaire. Regement ces structures correspondent au
tubule transversal (tubule T), audisque intercalaire et auxcostameres(Balse et al., 2012)
(figure 4, figure 5).

Les Tubules T sont des invaginations du sarcoléemme qui sontesichn canaux
ioniques et en protéines impliquées dans le coepkxgitation-contraction. Lors de la
dépolarisation du sarcolemme, il y a ouvertureademux calciques de type L présents sur le
sarcolemme qui vont conduire a la libération ducicah retenu dans le réticulum
sarcoplasmique. Ceci est rendu possible gracet@it& association des tubules T et du
réticulum sarcoplasmique (Ibrahim et al., 2011).

Le disque intercalaire permet la communication entre les myocytes. Orouge
plusieurs types de jonction : jonctions adhérergaps jonctions et desmosomes. Le disque
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intercalaire permet la propagation rapide du paent’action et ['étirement du
cardiomyocyte, il joue également un réle mécanigfie d’assurer la cohésion au sein du
myocarde.

Les costameresonnectent les protéines associées a la bands gadeomeres et la
matrice extracellulaire. lls ont comme réle de s$rapttre la force mécanique durant les
phases de systole et de diastole du cceur (Balag, €6012). Deux principaux complexes
protéigues sont impliqués dans le costamere, leplm intégrine-taline-vinculine et les
complexes sarcoglycane-dystroglycane-dystrophires intégrines sont des hétérodiméres
composeés d’'une sous-unité alpha et une beta. té&grines exprimées dans le coeur sont les
intégrinesa-3B, a-6A, 0-6B, a-7B, a-7C, a-7D eta-11 et les sous-unitgs1A, p-1D, -3 et
B-5. Au niveau de la partie intracellulaire, lerines peuvent se lier a différentes protéines

du cytosquelette et du sarcomére comme I'actineaktinine...

Contamems E
A

LL i
Extrzr=ilijiar rstms et [l
Lamiinin

(1) a

S a1 G
T-Tubwiles L-if’-i Irtesrin
el e &7 complex

———x 7

—
= = l‘r‘t"‘ Tl

« Intaroslatad diss

1l Ryl

Mo p L Zeline MuChas:

SARCOLENIA
Figure 4 : Structure du sarcolemme. 1) Tubules )Tcdstamére et 3) disque intercalaire
(Balse et al., 2012).

Le réticulum sarcoplasmique joue un r6le central dans la contraction du
cardiomyocyte (Michalak and Opas, 2009). Contrageirau réticulum endoplasmique des
cellules qui joue un role essentiellement dans yathese, la modification  post-
traductionnelle des protéines et la synthese Hespgholipides et des hormones stéroides, le
réticulum sarcoplasmique est plus spécialisé dansrégulation de la concentration
intracellulaire des ions calcium du cardiomyocyBers, 2002). La concentration du*Ca
intracellulaire est un élément clé de la régulatiarcouplage excitation-contraction qui est le
moteur de la contraction cyclique du cceur. La @mtiton survient lors de la propagation du
potentiel d’action qui provoque la libération du’Qgar les récepteurs canaux & la ryanodine
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(ryanodine receptor, RYR2) présents au niveau ticutem sarcoplasmique ce qui entraine la
contraction. Ceci est suivi par la recapture dwiagal principalement dans le réticulum
sarcoplasmique par la pompe calcique (SERCA2A) auélimination de la cellule par les
canaux échangeurs d'ions Wa&" afin de rétablir une concentration physiologique de
calcium dans la cellule ce qui induit la relaxat{dichalak and Opas, 2009)

Les mitochondries sont également tres abondanteseiaudes cardiomyocytes. En
effet, 'essentiel de I'énergie nécessaire au cangibcyte pour se contracter lui provient de
'ATP synthétisé par la mitochondrie. Elles sontdlisées essentiellement sous forme de
clusters au niveau du sarcolemme ou longitudinahitreelong des sarcomeres (Rosca and
Hoppel, 2010).

Reticulum Tubule T
Sarcoplasmique
Sarcolemme
Mitochondrie | . Disqug
intercalaire

Figure 5 : Organisation du cardiomyocyte (Goldstid Entman, 1979)

Les cellules musculaires cardiaques ont la faaldtése contracter grace a une organisation
bien spécifique de leur cytosquelette qui leur éomfun aspect strié avec une alternance de
bandes claires (bande |) et de bandes sombresgl#gndn retrouve la méme organisation
dans les fibres musculaires squelettiques (Figure 4
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1.1.4.Le sarcomere

L'unité de contraction de la cellule musculaire kstsarcomere. Le sarcomére est
délimité par deux stries Z (pour Zwischensheibi)ésis au centre de la bande I. Le centre du
sarcomere est délimité par la bande H (pour Hengengst traversée en son centre par la
ligne M (pour Mittelmembran) (figure 6). Cet aspest en réalité le reflet d'une architecture

de filaments protéiques fins et épais qui s’entisent.

Bande Z Ligne M Bande Z

<+<— Sarcomere———»

Figure 6 : Organisation des sarcométe=e et al., 2007)

1.1.4.1. Les protéines du sarcomere

L’assemblage des protéines en myofibrilles est ratgssus complexe qui nécessite
une bonne coordination entre la synthése des pestéiqui les constituent et leur
polymérisation en filaments. Les filaments épailegfilaments fins sont alignés latéralement
et perpendiculairement a la bande Z. L'assemblagecas protéines ne suffit pas et le
maintien de cette structure fait intervenir d’astrprotéines telles quétine, filament

élastigue permettant le maintien de I'organisatiarsarcomére et son élasticité.
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1.1.4.2. Les filaments fins

Les filaments fins sont composés de trois protéinésctine, les troponines et la

tropomyosine (figure 7 ) (Gordon et al., 2000).

Troponines

Actine

TnC

™nT

Tropomyosine Tnl

Figure 7: Structure des filaments fins d’aprés @®aret al., 2000)

Les filaments fins sont constitués de filamentsciifee. Les monomeres d’actine
(Actine G) sont capables de se polymériser spontanépour former des filaments d’actine
qui vont former une double hélice alpha (Actine Bans le sarcomeére, on retrouve
essentiellement I'actine sous forme de filamenh@&oenberger et al., 2011). Dans le muscle
squelettique et cardiaque, I'actine se retrouvachtie a la bande Z grace a une autre protéine
du cytosquelette qui estFactinine (Schoenenberger et al., 2011). La tropmsimg est sous
forme de dimére en hélice alpha, chaque moléculetragomyosine s'étend sur sept
monomeres d'actine (Gordon et al., 2000). Les tiogs sont constituées de 3 sous-unités :
la troponine | (Tnl), C (TnC) et T (TnT). La tropaoe C posséde un site de fixation au
calcium, la troponine | se lie a l'actine et lapomine T fait le lien entre le complexe
troponine et la tropomyosine. Lors de la libératien C&* du réticulum sarcoplasmique, le
calcium vient se fixer a la troponine C ce qui mduire un changement de conformation du
complexe troponine. Ce changement de conformatiopevmettre l'interaction entre I'actine

et la téte globulaire des filaments épais de myo&Bordon et al., 2000).

1.1.4.3. Les filaments épais

Le filament épais est un polymere bipolaire conétitle protéine de myosine qui

interagit avec 'actine pour produire la force rgsare au raccourcissement du sarcomere. La
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myosine est composée de deux chaines lourdes (B206kacune) qui forment une hélice
super-enroulée au niveau de la queue de la myqsioe terminer par deux structures
globulaires au niveau de la téte. Chaque téte tdokuest reliée a 2 chaines légéres. On
retrouve au niveau de la téte S1 de myosine les sithydrolyse de I'ATP et les sites de

fixation a I'actine (Gordon et al., 2000) (figurg 8

Queue de myosine

4 N e D
£
Téte S1 de

Chaines myosine
lourdes

Chaines \
légéres / =V ./

Figure 8 : Organisation de la Myosine

La contraction a lieu lorsque la téte S1 de la nmgsles filaments épais se fixe a
'actine en exercant une force sur les filamenis.fiCette force induit le glissement des
filaments épais sur les filaments fins ce qui caleseaccourcissement des sarcomeres et

produit la force de contraction du cceur (figure 9).
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Figure 9 : Contraction glissement des filaments §ar les filaments épais

1.1.4.4. Les filaments élastiques

Contrairement aux filaments fins et épais, lesnfgats élastiques sont constitués
d’'une seule protéine appelée titine ou conneciiitene est la plus grosse protéine du corps
humain actuellement identifiée (~3 000 kDa). Elitend de la bande Z ou elle est liee a la
téléthonine et b-actinine, jusqu’'a la bande M (Figure 10). Elle rpet I'élasticité du
sarcomere. Dans le muscle cardiaque, elle estgéseus 2 isoformes : une courte et rigide
N2B (3.0MDa) et une plus longue et plus élastig@®8A (3.2-3.7 MDa) (Kruger and Linke,
2009). Les propriétés élastiques de titine permetle maintenir la structure du sarcomere
pendant la contraction et la relaxation du mudefedehors de son réle mécanique, titine est
impliquée dans différentes voies de signalisatibitine peut se lier a une vingtaine de
protéines différentes dont des protéines de cditrgcde structure mais également des
protéines des voies de signalisation. En effahetiprésente des sites de phosphorylation au
niveau de sa partie N-terminale dans la bande ztgbat al., 1996) (Sebestyen et al., 1995)
et un site a activité kinase en C-terminal (Kruged Linke, 2009).
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b Filament Filament Titine
a-Actinine Fin Epais Téléthonine

Figure 10 : Structure et ultrastructure du sarcemer

1.2. Les différents types d’insuffisance cardiaque

On parle d’insuffisance cardiaque lorsque le caastplus capable de maintenir un
flux sanguin et/ou une pression sanguine suffispate répondre aux besoins de I'organisme.
L'insuffisance cardiaque peut étre rattachée a omadtitude de cardiomyopathies. Les
cardiomyopathies sont les maladies du cceur. Itexigférents types de cardiomyopathies,
qui sont classées selon l'origine de la patholadjent des valvulopathies, aux infections du
cceur, ou des malformations cardiaques. Mais le gpusent I'insuffisance cardiaque est la

conséquence d’'une hypertension ou d’'une pathotmginarienne.

Il existe dans les cardiomyopathies, des maladiegagichent les valves cardiaques
principalement les valves mitrales et aortique,parie alors de valvulopathie. Les lésions
valvulaires peuvent étre causées par des caléifiatvalvulaires ou par des anomalies de
formation des valves. Chez I'homme les lésions wlaives conduisent a la formation
d’cedemes pulmonaires ou périphériques et a unke falérance a I'exercice. Les traitements

actuels sont essentiellement chirurgicaux (Housal.,€2012).
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La cardiomyopathie restrictive se caractérise ps augmentation excessive de la
pression diastolique causée par une perte de lal@e des ventricules. Ceci peut étre dd a
une fibrose au niveau du myocarde causée par elifies maladie infectieuses qui touchent le
cceur. Dernierement, il a été montré que la cardigathie restrictive pouvait avoir des
origines génétiques. En effet, des mutations sunioes protéines du cytosquelette ont éte
identifites comme des mutations sur les génes deofonine | ou la troponine T. Les
mutations sur une de ces protéines du sarcomereepiegntrainer une cardiomyopathie

restrictive qui peut évoluer en un phénotype d’lmyrpphie cardiaque (Houser et al., 2012).

Les insuffisances cardiagues causées par une agpEm sont la principale cause
d’infarctus. L’hypertension artérielle touche piipadement les personnes agées, obéses ou les
personnes diabétiques de type 2. Elle débute mahypertrophie concentrique, s’exprimant
par un épaississement des parois des ventriculetoret a une diminution du volume
diastolique qui peut entrainer une diminution dédation €jection. Avec la progression de la
maladie le cceur s’hypertrophie, avec un amincissérdes parois du ventricule et une
augmentation du volume diastolique du cceur. Lesasade I'hypertension sont variées ce qui

conduit a une variété de traitements différentsuddo et al., 2012).

Un autre type de cardiomyopathie est la cardiomyyopalilatée qui se caractérise par
une dilatation ventriculaire gauche ou/et droitecaune dysfonction systolique et diastolique
du cceur. Les causes primaires de la cardiomyopditdtee sont d’origine génétique. En
effet, des mutations sur des génes des protéinesytbsquelette, du sarcolemme ou du
sarcomeére peuvent conduire a cette pathologie (W&t al., 2011). La cardiomyopathie
dilatée peut également étre une conséquence d'atedi| antérieure comme une maladie
coronarienne ou suite a un infarctus du myocardenmuconséquence de I'’hypertension. Les
marqueurs histologiques de la cardiomyopathie éblatsont une hypertrophie des
cardiomyocytes, présence de fibrose, une mort pssgre des cardiomyocytes (apoptose,
nécrose ou autophagie). Ceci cause une altératemn fdnctions cardiaques avec des
anomalies dans la fonction systolique et diasteliglu coeur, avec une perte de la

contractilité.
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1.3 Les causes des cardiomyopathies

1.3.1 Les mutations induisant une cardiomyopathie

Les principales causes connues qui conduisent a candiomyopathie sont les

mutations qui touchent directement les protéinesataomere (Harvey and Leinwand, 2011)

(tableau 1). Ces mutations causent des désorgansatu sarcomere qui conduisent a une

perte de la contraction. Les mutations sur des ggéne déja été identifiées comme étant la

principale cause d’insuffisance cardiaque (Watkinal., 2011). Cependant les mécanismes et

les voies de signalisation conduisant a une irsarifte cardiaque sont encore peu connus. En

effet, souvent les voies de signalisation qui isdat I'insuffisance cardiaque viennent bien

souvent se méler aux voies de signalisation de easgtion du coeur.

Cardiomyopathies

Genes mutés

Pathologies

Cardiomyopathie
Hypertrophique

Chaine lourde de myosirfet

a-tropomyosine
Troponine-T/I/C
a-actinine

Titine
Téléthonine

Augmentation de la masse du coeur
Epaississement des parois du VD
Augmentation de la taille des myocyt
Diminution du volume diastolique
Fibrose interstitielle

Cardiomyopathie

Dilatée

Chaine lourde de myosirfet

Desmine

TAZ

Titine

a-actinine
Troponine-T/I/C

Amincissement des parois du VD
Augmentation du volume diastolique
Apoptose des cardiomyocytes

Cardiomyopathie

Restrictive

Troponine |
Desmine
a-actinine

Apoptose
Fibrose
Désorganisation myofibrillaire

eS

Tableau 1 : Cardiomyopathies : causes génétiqguameequences d’apres (Harvey and
Leinwand, 2011)nodifié
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Les modelesn vitro et l'utilisation de souris génétiquement modifiées permis
d’identifier des voies de signalisation impliquékss l'insuffisance cardiaque. L’expression
de certains génes a été identifiéeitro comme induisant I'nypertrophie des cardiomyocytes.
Les plus étudiées sont les voies de I'endothéhngjotensine Il, des récepteurs couplés aux
protéines Gq, la voie Ras et la voie de I'lGF-I (itar and Chien, 1999) (Reiss et al., 1996),
(Powell-Braxton et al., 1993), (Donath et al., 1P98 existe une multitude de voies de
signalisation impliquées dans l'insuffisance cagdia (Mudd and Kass, 2008) (figure 11).

Récemment, ShcA (Src homoly and collagen homologyg, protéine adaptatrice, a
été identifiée comme jouant un réle dans la foramagt la fonction cardiaque (Hardy et al.,
2007) ; (Vanderlaan et al., 2011).

G, q-protein-coupled
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Figure 11 : Les voies de signalisation impliquéass I'insuffisance cardiaque (Mudd
and Kass, 2008)
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2. Src homology and collagen protein A (ShcA)

Les protéines shc sont des protéines adaptatregesbles de se fixer aux récepteurs a
activité tyrosine kinase intrinséque (RTK). Toutess protéines Shc possédent une
architecture commune : un domaine PTB (phosphdtyokinding-domain) en N-terminal,
un domaine SH2 (Src homology 2 domain) en C-terhreh&ntre les deux un domaine CH1
(collagen homology 1) qui posséde des résidus ityeespouvant étre phosphorylés (figure
12). Les protéines Shc peuvent étre phosphoryléesrmamultitude de récepteurs a activité
tyrosine kinase comme les récepteurs a 'E&FPDGF, a erbB-2, a I'lGFlI...(Migliaccio et
al., 1997)Les protéines Shc peuvent également étre phosgesrylar des tyrosines kinases
cytosoliques (TK) tel que Src et FAK (Migliaccio &, 1997).Elles peuvent également se
fixer a d’autres récepteurs qui ne possedent padidté tyrosine kinase intrinseque comme
LRP1 (Woldt et al., 2011) ou certaines intégrind&aly et al., 1996). Une fois phosphorylé
Shc forme un complexe stable grace a son domairkeeddu a son domaine PTB avec les
RTK et les récepteurs capables de recruter lesyi#soliques. Le domaine CH1 phosphorylé
de Shc peut se fixer au domaine SH2 de GRB2 quoidarn complexe constitutif avec SOS.
Le recrutement de SOS a la membrane suffit & iediactivation de Ras et la voie des
MAPkinases (Figure 13) (Aronheim et al., 1994)

Chez les mammiferes 4 genglsc ont été identifiesShcA ShcBet ShcCet réecemment
ShcD (Hawley et al., 2011) (figurel2). ShcA (Shcl) ase protéine exprimée de facon
ubiquitaire dans l'organisme, présente sous 3 iatde p66, p52 et p46. Le Knock-Out de
ShcA chez la souris est létal tres tét, a E11,5/'embryogenése, di a des anomalies
cardiovasculaires. ShcB (Sck/Sli/Shc2) est présens une seule isoforme de 68kDa, ShcC
(Rai/N-Shc/Shc3) comprend deux isoformes de 64kEkDa. Le KO de ShcB et ShcC est
viable chez la souris cependant I'absence de ShcBheC induit une diminution des
neurones sensoriels nocicepteurs peptidergiquesretpeptidergiques (Sakai et al., 2000).
Récemment, Shc D (Shc 4/RaLP) a été identifié cofooment un role dans le développement
embryonnaire, on le retrouve essentiellement dassptécurseurs des cellules du systeme

nerveux central, des muscles et des os (Wills ands] 2012)
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Figure 12 : Architecture des protéines Shc d'agidls and Jones, 2012nodifié (Y)
tyrosine phosphorylable du domaine CH1 ; (S) sephesphorylable du domaine CH2 de
P66. PTB: Phosphotyrosine binding-domain; SH2: I&mology 2 domain; CH: Collagen

homology.

2.1. ShcA

ShcA est exprimé sous 3 isoformes p46, p52 et @&Sirois isoformes sont issues de
deux transcrits différents qui présentent des ptears indépendants. Un promoteur pour les
isoformes p46/p52 et un autre pour l'isoforme 66 isoformes p46 et p52 sont produites a
partir de codons Start différents au sein d'un méaiNm (Wills and Jones, 2012).
L’isoforme p66, plus longue que les p46 et p52spds un motif supplémentaire CH2 en N-
terminal (Ravichandran, 2001). Les isoformes p4f52t sont exprimées de fagon ubiquitaire
alors que lisoforme p66 se retrouve absente ddaices lignées hématopoiétiques
(Ravichandran, 2001).
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ShcA peut étre phosphorylé par les RTK au niveadalx motifs tyrosine situés sur
les Tyr*¥?* et Ty dans le domaine CH1. Une fois phosphorylées aesihes peuvent
recruter Grb2/SOS et induire I'activation de laevdies MAPK (Wills and Jones, 2012). La
voie des MAPK est la voie de signalisation la mlésrite impliquant ShcA.

En dehors des récepteurs a activité tyrosine kjnhsgiste d’autres récepteurs sans
activité tyrosine kinase et des kinases cytosofiquapables de recruter ShcA pour induire des
voies de signalisation. Des kinases cytosoliquesinte FAK (Focal adhesion kinase)
(Schlaepfer et al., 1999), v-Src et c-Src ont dégidentifiées comme pouvant phosphoryler
ShcA au niveau de ses motifs tyrosine dans le dm@H1 (McGlade et al.,, 1992). Les
intégrines font partie de la famille des récepteanss activité tyrosine kinase intrinseque qui
sont capables de recruter ShcA au niveau de latie prtracellulaire. Les intégrines sont des
récepteurs membranaires capables de faire le Iere da matrice extracellulaire et le
cytosquelette des cellules. Les intégrines permietégalement de traduire les messages
chimigues ou mécaniques au sein de la cellule.dmeaihe intracellulaire des intégrines peut
également étre phosphorylé par des kinases cyjogsli Certaines intégrines ont déja été
décrites comme pouvant recruter ShcA comme legrimgsa6p4, 021, alpfl, a5p1 etavp3
(Wary et al., 1996) (Figure 13).

ShcA active par récepteur sans
activité kinasc (Ex: Intégring)

ShcA activé par RTK

ShcA activé par Kinase cytosolique

_ v (Ex: Src)
P-Shch (active)

Figure 13 : Les différentes voies d’activation desS
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Certaines études sur ShcA conférent un role sopgléire et différent a I'isoforme
p66.

2.2. L’'isoforme p66 de ShcA

L’isoforme p66 de ShcA est essentiellement localigé niveau mitochondrial. Elle
joue un réle essentiel dans la transduction duasigle mort cellulaire via la voie de
signalisation p53. Par l'intermédiaire de son demeaCH2 supplémentaire en N-Terminal,
p66 contréle la réponse au stress oxydant et Ersirvie cellulaire. En effet, chez les souris
KO p66 (p66™7), il a été montré que I'absence de p66 leur peritate résister au stress
oxydant ce qui conduisait a une augmentation dp&eance de vie de 30% (Migliaccio et al.,
1999). Plusieurs groupes se sont intéressés agebld vieillissement de la paroi vasculaire
mais également dans différentes pathologies camdtaires comme I'athérosclérose et
l'insuffisance cardiaque. Dans I'athérosclérosahdence de p66 a un effet protecteur dans la
formation des plaques d’athérome, ceci étant egd@éline diminution au niveau systémique
et tissulaire de stress oxydant ce qui protégevhisseaux des lésions au niveau de
'endothélium (Napoli et al., 2003). Au niveau caglie aucun phénotype visible n’a été
identifié chez les souris pB&”, cependant le knock-out spécifique de Iisofornés me
ShcA chez la souris semble développer une plusdgrdalérance a des doses élevées
d’angiotensine Il. L’angiotensine Il se fixe sus|gcepteurs couplés aux protéines G.AT
Elle est impliquée dans la sénescence des cellcdediagues des patients souffrant
d’hypertension, d’athérosclérose ou de diabétesiAllabsence de p66 pourrait protéger des
conséquences cardiovasculaires liées a ces mald@esani et al.,, 2005). Le role
cardioprotecteur en l'absence de p66 a égaleméniméntré dans les cardiomyopathies
diabétiques (Rota et al., 2006).

p66 peut également jouer un réle de rétrocontrélgatif des voies de signalisation
activées par ShcA comme pour la voie de 'EGF (@pichl growth factor) ou les isoformes
p52, p46 activent la voie des MAP kinases alorsligmforme p66 peut en plus inhiber cette
voie dans les fibroblastes embryonnaires de soiMigliaccio et al., 1997). En effet,
l'isoforme p66 phosphorylées en tyrosine au nivéawlomaine CH1 par le récepteur a 'lEGF
va recruter le complexe GRB2/SOS et activer la d@s MAPKinases. Cependant dans un
premier temps une deuxieme phosphorylation par MEtt ERK (I'origine et la nature de la
kinase n’est pas clairement définie) (Okada etl®97) en sérine/thréonine sur son domaine

34



CH2 supplémentaire vient déstabiliser la liaison g6 au récepteur mais conserve
I'interaction avec Grb2/SOS intacte. Cela induiséauestration de Grb2/SOS qui ne pourront
plus étre recrutés a la membrane par les autrdsrises de Shc (Okada et al., 1997)
(Migliaccio et al., 1997).

2.3. ShcA dans le coeur

ShcA joue un role essentiel dans la formation durcme cours de I'embryogenése. En
effet, la délétion des exons 2 et 3 de ShcA paombinaison homologue conduit a la
production d’'une protéine tronquée pour une paltielomaine PTB. Cette protéine tronquée
est non fonctionnelle selon les auteurs. Les sd(@sShcA meurent a E11,5 ce qui est dQ,
entre autres, a des anomalies dans I'organogenesmedr (Lai and Pawson, 2000). Les
embryons de souris qui n’expriment pas ShcA ontadesrs avec des parois ventriculaires
plus fines et irrégulieres avec la présence detiabs a l'intérieur du ventricule (Lai and
Pawson, 2000). Les étudiesvitro sur les fibroblastes embryonnaires des souris KEASimt
montré qu’'en l'absence de ShcA les fibroblasteseétamoins sensibles aux effets des
facteurs de croissance. En effet, il faut des cainagons 50 fois plus élevées en EGF et 25
fois plus élevées en PDGF-BB pour induire la méroévaion de ERK2 que dans les
fibroblastes controles. La présence de ShcA damdilbeoblastes embryonnaires de souris
facilite I'induction de la voie des MAPK lorsquesleellules adhérent a fibronectine. De plus
ShcA est essentiel a la formation de points d’adhédocaux et a I'organisation du
cytosquelette des fibroblastes embryonnaires dessdDeci est corrigé lorsque l'isoforme
p52 est réexprimée dans les cellules (Lai and Pawa@00). Une étude fonctionnelle des
domaines de ShcA a également été réalisée parrteeréguipe afin d’identifier les domaines
impliqués dans ce processus. Le domaine PTB de 8htAssentiel a la formation du coeur
durant I'embryogenése alors que la phosphoryladestyrosines du domaine CH1 n’est pas
nécessaire au développement du cceur. En revatatheerce de phosphorylation du domaine
CH1 de ShcA cause une perte de coordination desenwents de la souris. Cette absence de
coordination est causée par une malformation deafwsnusculaire impliqué dans le systeme
de proprioception de la souris (Hardy et al., 20(H¢cemment, I'équipe du professeur
Pawson a élucidé le réle de ShcA dans la fonctardiaque post-natale en développant un
modele de souris qui n’exprime plus le domaine RIEBShcA spécifiguement dans les
cardiomyocytes ventriculaires grace au systeméosret au promoteur de la chaine légere de
myosine (CKO ShcA). L'excision de ShcA est obserééeartir de 2 semaines sur des
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préparations de cardiomyocytes purifiés (Vanderlaaral., 2011). Dans cette étude, les
auteurs ont montré que les souris CKO ShcA dévelappes premiers signes d’une
insuffisance cardiaque des I'age de 3 mois avecdiméution de la fonction cardiaque et
une dilatation du ventricule gauche. Cependant,umeic anomalie au niveau des
mitochondries, ni au niveau myofribrillaire n’a é@bservée (Vanderlaan et al., 2011). Seule
'étude sur des cardiomyocytes isolés a montré Pplesence de ShcA augmentait la
contractilité des cardiomyocytes di a une hypeibiits au calcium (Vanderlaan et al.,
2011). Les auteurs ont montré que I'absence de $mdéisait une altération de la matrice
extracellulaire due a une hyperactivité des métatiieinases matricielles (MMP) comme la
MMP9 et MMP2.
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Objectif

ShcA est une protéine adaptatrice qui a la capdeitée lier & un certain nombre de
récepteurs qui sont par ailleurs des récepteumnjoun réle important dans l'insuffisance
cardiaque, tels que les intégrines, I'lGFr, ErbbPar ailleurs, ShcA est une protéine qui joue
un role important dans la formation du cceur au sale 'embryogenése. Afin de mieux
comprendre le role de ShcA dans la fonction cardiatpus avons utilisé un modele de souris

déficientes en ShcA spécifiquement dans le ceceur.
Objectif 1 : Caractérisation phénotypique des sodéfficientes en ShcA dans le cceur.

Objectif 2 : Implication de ShcA dans les voiessamalisation du caceur.

Objectif 3 : Role de ShcA dans I'architecture dedaamyocyte.
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Matériel et Méthodes

38



3. Matériel et méthodes

3.1. Modeéele Animal

3.1.1.Génération des souris déficientes en ShcA tisstifaquée

3.1.1.1. Souris ShcA flox/flox

Pour supprimer I'expression de ShcA dans un tiggciiguement nous avons utilisé le
systeme Cre-lox. Brievement, des sites lox sonbdhtits de part et d’autre de la séquence du
gene ou d’'une partie de la séquence du gene aisgrpiCes sites lox d’'une trentaine de
nucléotides sont reconnus par une enzyme, la Cowniginase, qui va exciser la partie se
trouvant entre les sites lox et refermer pour nesé qu’un seul site lox. Dans le cas de
ShcA, des sites lox ont été introduits du cotérbamont de I'exon 2 et du c6té 3’ en aval de

I'exon 8.

3.1.1.2. Génération des souris Sm22 ShcA (SmShcA-)

Les souris Sm22 ShcA n’expriment plus ShcA préomré dans le coeur a partir du
7eme jour de développement de I'embryon et danscédisles musculaires lisses. Pour
obtenir les SmShcA-, des souris transgéniques SM2ZThe Jackson Laboratory, France)

sont croisées avec les souris ShcA flox/flox.

3.2. Caractérisation Phénotypique

3.2.1.Génotypage

3.2.1.1. Extraction d’ADN génomique

Pendant le sevrage, des animaux sont identifiéegrain systeme de tatouage sur les
phalanges et un bout de queue est récupéré. Ladbayteue est alors digéré toute la nuit au
bain marie a 55°C dans 500ul/échantillon d'un tampe digestion (Tris 50mM ; EDTA
pH8,5 5mM, SDS 1% ; NaCl 0,2M, 1,6mg/ml protéin&3eUne fois digéré, on ajoute 500ul
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de phénol/chloroforme par échantillon que I'on ege pendant 30sec a 1min. Le mélange est
centrifugé 5min a 14000rpm pour séparer la phasews (supérieure) et la phase organique
(inférieure). La phase aqueuse est récupérée tigtieat dans un nouveau tube Eppendorf
1,5ml sans toucher a la phase organique. L’ADNpestipité en ajoutant 1/10 de volume
d’acétate de sodium 3M et 2 volumes d’éthanol 10@l. Apres avoir mélangé 2 a 3 fois
délicatement par inversement, I’ADN est culottéf@ud du tube par centrifugation, 15min a
14000rpm. Le surnageant est éliminé et le culoDiNfobtenu est lavé avec de I'éthanol 70%
puis centrifugé 5min a 14000rpm. L’éthanol 70% @gniné et le culot est séché jusqu'a

I'obtention d’un culot transparent que I'on resugpheans 100ul d’eau stérile.

3.21.2. PCR

Afin d’identifier le génotype des souris, 3 prograes PCR ont été créés. Un
programme permettant d’identifier les sites loxsprés sur les 2 alléles, un autre permettant
d’identifier la présence de la Cre recombinasenedernier permettant de confirmer I'excision

de la partie du gerghcA . Liste des amorces utilisées :

GGGCAGGCCTTTGAGTTGCG
Site Lox
GGGCTGTAACTCCACCCTAGG

GCTGCCACGACCAAGTGACAGCAATG
Gene de la Cre recombinase
GTAGTTATTCGGATCATCAGCTACAC

GCCCAAGCACATCTGAGGCTTTCTG
Excision de ShcA
GGGCTGTAACTCCACCCTAGG
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3.2.2.Analyse transcriptionnelle

3.2.2.1. Préléevement des échantillons

Les souris sont anesthésiées avec une dose de2WPdiun mélange de kétamine/xylazine
(250u/125u dans 1,1ml de PBS). Apres vérificatie@esthésie, I'abdomen de la souris est
humidifié avec de I'éthanol pour éviter de contagniles organes avec des poils qui peuvent
étre porteurs de RNase et DNase. L’abdomen estrojwsgiu’a la cage thoracique, qui est
ensuite éliminée. La souris est alors perfusée duePBS RNase/DNase free. Brievement,
I'oreillette droite est incisée et le PBS est itgedoucement dans le ventricule gauche jusqu’a
ce que les organes, principalement le foie et é@ssy s’éclaircissent. Pour une extraction
immédiate, les morceaux d’organes sont placés 8@dgl de TRI reagent (Sigma) sinon les
organes sont mis dans un tube Eppendorf 1,5ml,etésglirectement dans de I'azote liquide
puis stockés a -80°C jusqu’a utilisation. Les orgasont broyés dans le trizol a I'aide d’'un
pilon adapté au tube Eppendorf et relié a un majaupermet de faire des rotations a grande
vitesse. Le mélange est homogénéisé a l'aide dlEgu8G, puis incubé 5min a température

ambiante La suspension est conservée a -20°C psgtraction.

3.2.2.2. Extraction d’ARNm

Apres décongélation des échantillons sur glaceuP@e@ chloroforme sont ajoutés par
échantillons. Le mélange est homogénéisé par ien@st 4 a 5 fois avant d’étre centrifugé
15min a 12000rpm a 4°C. Aprés centrifugation oniesitt2 phases. Pour certains tissus
comme les tissus riches en gras, il est possibletehir jusqu’a 3 phases. Mais seule la phase
agueuse (supérieure) est récupérée deélicatemest Wlamouveau tube Eppendorf 1,5ml.
L’ARN est précipité en ajoutant 500ul d’isopropamalis centrifugé 10min a 12000rpm a
4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est Ev&c de I'éthanol 75% pour éliminer les
traces d’isopropanol puis centrifugé 5min a 12060gp4°C. Le culot est séché a température

ambiante et repris dans 10 a 20ul d’eau traitégiethylpyrocarbonate (DEPC).
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3.2.2.3. Reverse transcriptase

Les ARN sont dosés par spectrométrie UV pour pespdas solutions de 2pug d’ARN dans un
volume de 50ul. Les ARN extraits sont rétrotrariscen ADN complémentaire a I'aide du

Kit « High Capacity cDNA Achive » (Applied Biosystes) selon les instructions du fabricant.

3.2.2.4. PCR quantitative en temps réel

La PCR guantitative consiste a étudier 'amplificat d’'un produit basée sur la
fluorescence durant la réaction de PCR. Elle mdsutembre de cycles nécessaires (Ct) pour
obtenir une quantité fixée de produits d’amplificat Des geénes de référence sont utilisés
pour normaliser les résultats. Le plus souventutiise la GAPDH, la sous-unité 18S du
ribosome... Les analyses en qPCR en temps réel &alisées en utilisant le fluorochrome
intercalant a I'ADN, le SYBR® Green | (1X SYBR Gree°PCR Master Mix (Applied
Biosystems)). Les amorces sont designées avec tdalvMerobeLibrary Assay Design Center

(http://www.roche-applied-science.cpmuis les conformations secondaires sont analysées

avec Beacon Designer ht{p://www.premierbiosoft.cojn et blastées sur

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blgst Pour les génes déja décris dans la

littérature, les amorces publiées sont égalemdiigaes. Dans d’autres cas, les amorces déja
testées dans la bibliotheque d’amorces de I'écelenddecine d’Harvard ont été utilisées

(http://pga.mgh.harvard.edu/primerbii&n Annexe liste d’amorces utilisées). Le Mix de

gPCR est composé de 5ul d’ADNc a 5ng/ul ; 10ul de $4br Green et 1ul d’amorces sens
et anti-sens a 7,5uM pour une concentration fidal800nM. Les réactions de PCR en temps
réel sont réalisées dans un appareil 7900 HT (AgpBiosystems). Chaque échantillon est
analysé en duplicata. Le programme d’amplificatésh constitué de trois étapes : activation
de I'enzyme a 95°C 10min, dénaturation a 95°C lfis pmplification a 65°C 1min. Les

étapes de dénaturation-amplification sont répgiéadant 40 cycles.

3.2.3.Analyse Protéique

3.2.3.1. Extraction protéique

Les prélevements pour I'analyse protéique sontctfés de la méme maniére que
pour I'extraction d’ARN (cf Partie 3.2.2.1.). Saytfie les échantillons sont récupérés dans un
tampon de lyse (HEPES 10mM ; Triton-X100 1% ; SDB®; NaCl 150mM ; EDTA 2mM ;

NaF 50mM ; NgvO,42mM ; sodium déoxycholate 0,1% ; PO, 1,53mM ; pH 7,4 avec du
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NaH,PO, 10mM) avec des inhibiteurs de protéases, SIGMAFASProtease Inhibitor

Tablets (Sigma). Les échantillons sont broyés dacegdans le tampon de lyse puis
centrifugés 30min a 12000rpm a 4°C. Le surnagestntéeupéré dans un nouveau tube puis
dosé par technique colorimétrique de Bradford @idr La concentration est obtenue par
lecture au spectrophotométre a une longueur d’'al@®95nm et rapportée a une gamme

étalon d’albumine sérique bovine.

3.2.3.2. Analyse par western-Blot

Les protéines (20 a 80ug) sont mélangées a un woéquivalent de tampon Laemmli
2x (62,5mM Tris-HCI, pH 6,8 ; 25% glycérol ; 2% SD8,01% bleu de bromophénol) auquel
on ajoute 1/20 de volume dg&mercaptoéthanol. Le mélange est homogénéisé psis |
protéines sont dénaturées 5 a 10min a 95°C. Le®ipes sont ensuite séparées sur gel
d’électrophorése dénaturant (SDS-PAGE) d’'une canaton variable en fonction de la taille
de la protéine d'intérét (15% pour les faibles pgoitholéculaires, 12% pour les poids
intermédiaires et 10% pour les hauts poids moléesla La migration est effectuée pendant
2h30 a 130V dans un tampon de migration (Tris-HE, 8,5 a 25mM ; glycine 250mM ;
SDS 0,1%). Aprés la migration, les protéines soandférées sur une membrane de
nitrocellulose tamponnée au préalable dans un tardpdransfert (Tris-HCI 25mM pH 8,5 ;
glycine 250mM ; éthanol 20%). Le transfert est fié a 4°C a 100V pendant 1h45 a 2h30
en fonction de la taille de la protéine d’intérédea maillage du gel d’acrylamide). Apres le
transfert, la membrane est incubée pendant 1h pémture ambiante dans un tampon de
blocage composé de Tris Buffered Saline, avec 0,@&%I'ween® 20, pH 8,0 (Sigma)
(TBST) en présence de 5% de lait s’il s’agit detgires de cellules ou 5% de BSA s’il s’agit
de protéines issues d’organes afin de saturerities son spécifiques. Les membranes sont
ensuite incubées toute la nuit a 4°C avec l'antis@rimaire dilué dans du nouveau tampon
de blocage. Aprés incubation, la membrane est lavéms 10min et 4 fois 5min avec du
TBST puis incubée avec l'anticorps secondaire @ugua la peroxydase appropriée dilué
dans du TBST en présence de 5% de lait (mémeldotage était réalisé avec de la BSA).
Les membranes sont ensuite lavées 5 a 8 fois 5ams du TBST afin d’éliminer I'exces
d’anticorps secondaire. La révélation est réalgg@ee a une réaction de chimiluminescence
en utilisant le systeme ECL et les membranes sqgmbsges a un film autoradiographique
(Hyperfilm ECL, Amersham Phamacia Biotech). Le gandoléculaire des bandes spécifiques

obtenues est déterminé grace a la migration d’'urgueair de poids moléculaires connus
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PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentds)tehsité relative des bandes est

déterminée grace au logiciel Scion.

3.2.4.Phosphorylation in vitro des domaines Zisl et LeSitine

3.2.4.1. Clonage des domaines Zisl et Zis5 de titine

« PCR

Les domaines Zisl et Zis5 de titine sont amplifi§sartir d’ADNc de cceur d’embryons de
souris agées de E18,5. thy poly-histidineest intégré aux domaines Zisl et Zis5 en 5’ par
PCR. Les amorces utilisées pour le clonage sorsuigantes :

Zisl

Amorce sens :

5’-taaaaattcatcalcaccalcacdecactgcagaattggtggttcaag-3’

Amorce anti-sens :

5’-taaaygatcctaggtagagcttgtcattgtcgtctctc-3’

Zis5

Amorce sens :

5’-taaayaattcatcatcaccatcacceattgcaagatgtctggatat-3’

Amorce anti-sens :

5’-taaaygatcdtacagtgactgagttccatcttc-3’

Les domaines sont insérés dans le plasmide pASK3IgAs (Cadeau de Maria Zeniou) entre
les sitesEcaR| et BanHI. Les PCR sont effectuées en utilisant le kit HatS3diFidelity
Polymerase (Qiagen) suivant le protocole du foseus.
Programme PCR :
95°C>5min ; (94°C>15 sec ; 52°©1min ; 72°C>50 sec)*30 cycles ; 72*€10min.
Apres digestion des produits d’amplification pag émzymegcal et BanHl, la ligation (Kit
Takara) du vecteur et de I'insert est réalisée &t Takara selon les recommandations du
fournisseur.

* Milieu de culture
Le milieu complet LB (milieu Luria Bertani : bactogptone 1%, extrait de levure 0,5%, NaCl

1%) a été utilisé. Les milieux gélosés (sur baodkesetri) ont été obtenus par addition de 15g
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d'agar par litre de milieu LB. De plus, ces milieoxt été supplémentés ou non en
antibiotiques (ampicilline a 50mg/L).

* Préparation des bactéries compétentes DH5
Une pré-culture de bactéries est réalisée dansdBnmhilieu LB et incubée une nuit a 37°C
sous agitation. Cette pré-culture est ensuite dilmé 1/100 dans 100ml de milieu LB et la
culture fraichement ensemencée est incubée a difCagjitation jusqu’a ce que la BRsoit
comprise entre 0,3 et 0,6 max. Les bactéries dorg placées 15 minutes a 4°C. La culture
est ensuite centrifugée a 4°C pendant 20min a p@0Aprés élimination du milieu LB, les
bactéries sont remises en suspension dans 50mg daiation de Ca@l100mM froid puis
laissées 20 minutes sur glace afin de perméabilsermembranes. Les bactéries sont
centrifugées 20min a 5000rpm. Le culot est remiswspension dans 1ml d’'une solution de
CaCb 100mM froid et incubé 30 minutes sur glace. Lestdrées ainsi préparées sont dites
compétentes, c’est-a-dire capables d’'incorpordiAdgN exogéne. Les bactéries compétentes
peuvent ensuite étre conservées a -80°C.

» Transformation des bactéries DH.
Un tube de 50L de bactéries compétentes (conservées a -80°@)aest dans la glace. Puis
’ADN plasmidique est mélangé doucement aux baetécompétentes. Apres une incubation
d’'une demi-heure sur glace, les bactéries fragifiseont placées pendant 45sec a 42°C. Ce
choc thermique crée des pores dans les membraogsieanes par lesquels 'ADN d’intérét
peut entrer. 50 de milieu LB sont ajoutés. Une incubation d’ureute a 37°C permet la
reprise de la culture bactérienne et I'expressiomgéne de la résistance a I'ampicilline. Puis
chaque transformation est étalée sur milieu LBdsoli+ Ampicilline 50mg/ml) de facgon
stérile. Les boites de Pétri sont placées toutelitza 37°C.

» Extraction d’ADN plasmidique Mini Prep (Qiagen)
Ce kit permet de purifier a partir d'une petite mjité de bactéries, 1u8 de plasmide d’ADN
recombinant, aprés lyse de la paroi bactérienngestion enzymatique des ARNSs et
précipitation de 'ADN plasmidique (protocole dwfaisseur).

» Digestion par des enzymes de restriction
Compte tenu de la carte de restriction des plasnides sites de restriction spécifiques ont
été déterminés afin de vérifier la nature des pidssutilisés. Le nombre et la taille des
fragments d'ADN issus de la digestion enzymatiquent svérifies par migration
électrophorétique du plasmide recombinant sur gglagdose 0,7%.

» Electrophorése sur gel d’'agarose
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Les fragments d’ADN sont analysés selon leur pomdséculaire par migration sur gel
d’agarose 0,7% dans du tampon de migration TAE BXs{HCI 10mM ; EDTA 1 mM ;
acide acétique froid ; pH 8). Un marqueur de pomdéculaire (1kb DNA Ladder, Promega)
permet de déterminer la taille des fragments agaly8 pH=8 (pH de la solution tampon),
I’ADN est chargé négativement et migre vers I'anofjgres migration, les acides nucléiques
sont colorés au bromure d’éthidium (BET), un rdaatercalant qui se fixe entre les bases
nucléiques a l'intérieur de la double hélice cergnd I'ADN fluorescent sous éclairage UV.
» Purification des plasmides

Une fois construite, la ségquence de ces plasmidité a&érifiée par une carte de restriction
puis par séquencage (GATC biotechnologie, Allemadres purifications de plasmides pour

les transfections ont été effectuées avec un kiigviep (Qiagen).

3.2.4.2. Expression et purification des fragments Zisl et5Zdans la

bactérie

» Expression des fragments Zisl et Zis5 dans la bad&

Les DH& sont transformées avec chaque plasmide, une fitéecest réalisée dans 2ml de
LB+ampicilline toute la nuit. 50ml de LB+ampicilensont ensuite inoculés avec 100ul de
pré-culture et incubés sous agitation a 37°C jusqa’que la Dgdo atteigne 0,5. L'expression
des fragments Zisl et Zis5 est induite pendant &hajpout d’anhydrotétracycline (2mg/ml
dans I'éthanol) (IBA) pour avoir une concentratiinale de 200ug/L. L'induction de
'expression des fragments est vérifiee par WesBdoh suivie d’'une coloration au bleu de
Coomassie. Apres migration, les gels sont fixéssdame solution de fixation (10% v/v
d’acide acétique ; 25% d’isopropanol et 65%0 pendant 30min a température ambiante.
Les gels sont ensuite incubés 2h dans une soldgoBleu de Coomassie (10% v/v acide
aceétique ; 0,006% w/v Coomassie brilliant blue G2%0% HO). Les gels sont ensuite
décolorés dans une solution d’'acide acétique 108#ngs nécessaire. Un Western Blot avec

un anticorps anti-poly-histidine a également éadisé pour vérifier la présence du Tag.
* Purification des fragments Zis1 et Zis5 sur colonn&lickel

La purification sur colonne Nickel a été effectuge utilisant le kit Invitrogene selon les

recommandations du fabricant.
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3.2.5.Histologie

3.2.5.1. Préparation des échantillons

Les animaux sont anesthésiés avec 200ul/30g d'uange® de kétamine/xylazine
(250u/125u dans 1,1ml de PBS). Aprés vérificatier’anesthésie, les organes sont prélevés
et rincés dans du PBS pour éliminer un maximumaahg sivant d’étre fixés dans du PFA 4%
(pour les immunomarquages) ou dans de la formatmeponnée (pour les colorations
d’histologie) pendant 24h. Apres la fixation, leh&ntillons sont conservés dans de I'éthanol

70% jusqu'a inclusion dans la paraffine.

3.2.5.2. Inclusion en paraffine

L'inclusion en paraffine permet de rigidifier ls$u en I'imprégnant de paraffine. Cela
va permettre de réaliser des coupes fines et a¥gsliallant jusqu’a 5um d’épaisseur. Pour
cela les tissus subissent des bains de pourceataigsant en éthanol allant de 70% jusqu’a
100% puis un bain d’histosol afin d’éliminer I'eatil'éthanol qui ne sont pas miscibles a la
paraffine. Une fois fixés, les tissus sont orierdaas un moule rempli de paraffine afin de
réaliser des sections dans les plans désirés. de d# paraffine obtenu est placé sur un
microtome afin de réaliser des coupes dm5Les coupes sont récupérées sur des lames en

verre superfrost plus (VWR, France) et maintenwes ane solution de gélatine.

3.2.5.3. Colorations Histologiques

» Coloration Hématoxyline et Eosine

Y

Les colorations sont effectuées a I'IGBMC avec uatomate. La coloration
Hématoxyline/Eosine (H/E) met en évidence les nryawu bleu, violet foncé a noir et le
cytoplasme, le collagéne et la kératine en rougg&vBment, les lames sont réhydratées
dans des bains de pourcentage décroissant en Efharodans I'eau. Les lames sont
ensuite plongées dans une solution d’hématoxylenelarris pendant 3min puis rincées a
'eau du robinet pendant 3min et décolorées damsamtution d’alcool acide (1ml HCI
37% dans 70% éthanol) pendant 2sec. Apres lavdigawadu robinet pendant 3min les
lames sont plongées dans une solution d’éosine PH%4-5 pendant 30sec et rincées a
'eau. Les échantillons sont alors déshydratés dkessbains d’éthanol et montés entre

lame et lamelle avec de I'Eukitt (Labonord).
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e Coloration Trichrome de Masson

Cette coloration met en évidence les noyaux ensbles cytoplasmes en rose/rouge/violet et
les fibres de collagene en vert. Les lames prépa@at colorées par I'hématoxyline de Harris
pendant 3min, rincées a I'eau courante et coloaékesfuchsine ponceau (1 vol de fuchsine
acide 1% avec 2 volumes de ponceau de xylidine l3é dans I'acide acétique 1%). Aprés
lavage a I'eau courante, les échantillons sontgasmpendant 3min dans une solution d’acide
phosphomolybdique & 5mg/ml dilué dans I'eau déillApres une décoloration rapide a I'eau
acétifiee les lames sont colorées par une sold®wert lumiere pendant 3 min (10mg/ml
dans de l'eau acétifiée 1%). Les échantillons somouveau décolorés dans une solution
d’eau acétifiee 1%. lls sont ensuite déshydratési@a bains successifs d’éthanol puis montés

entre lame et lamelle avec de I'Eukitt.

3.2.6.Microscopie électronique

Les échantillons et les observations au micros@etronique sont effectuées a I'nGBMC
dans le service de microscopie électronique parDie Messadeck. Briévement, les
échantillons sont fixés par immersion dans 2,5% gtigaraldéhyde et 2,5% de Para-
formaldéhyde dans un tampon Cacodylate (0,1M, p#, Huis post-fixés dans 1% de
tétroxide d’osmium dans 0,1M de tampon cacodylatedpnt 1h a 4°C. Les échantillons sont
ensuite deshydratés par un gradient d’alcool (5®@00%) puis immergés dans de I'oxyde
de propylene pendant 30min. Les échantillons soatiiee inclus dans de I'Epon 812. Des
coupes semi-fines de 2um sont effectuées a I'dide wtra-microtome (Leica Ultracut UCT)
et colorées au bleu de Toluidine puis analyséespapscopie photonique. Des coupes ultra-
fines de 70nm sont réalisées et contrastées aviacééate d’'uranyle et du citrate de plomb.
Ces coupes sont observées a 70kv avec un microstepionique Morgagni 268D. Les

captures d’'image sont réalisées par une camera wmgadll (Soft imaging System).

3.2.7.Immunomarquage
* Immunohistochimie sur coupes transversales d’aaléesouris fixées dans le para-
formaldéhyde incluses dans la paraffine
Les coupes transversales d'aorte incluses dansataffipe sont déparaffinées par de

I'Histosol (shandon) et hydratées avec des bainsessifs d’éthanol (100%, 95%) puis dans
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'eau. Une étape de démasquage des épitropesabiséeg les coupes d’aortes sont immergées
dans un bain d’acide citrique 0,01M pH 6 puis Haslau micro-onde 4min a 900W. Une
fois la solution refroidie pendant 15min a tempdématambiante, les lames sont immergées
dans un bain de TBST 0,05% pendant 3min. Les codipestes sont délimitées a l'aide d’un
stylo hydrophobe. Les sites non spécifiques sau#s pendant 1h a température ambiante
avec un sérum de chéevre 2% dans du TBST dans wmebca humide afin d’éviter que les
coupes sechent. Les coupes sont ensuite incubéed’anticorps primaire polyclonal anti-
ShcA (# 06-203, Upstate) dilué au 1/100 dans latswi de blocage toute la nuit a 4°C dans
une chambre humide. Puis elles sont lavées 2 fois Sans du TBST 0,05% avant d’étre
incubées 1h a température ambiante avec l'anticegpsndaire couplé a un fluorochrome
(Rhodamine Red-X-affinipure anti-IgG de lapin, #131296 047 ; Jackson Immunoresearch)
dilué au 1/500 dans une solution de TBST 0,05%esnit 2% de sérum de chévre. Les
coupes sont lavées 2 fois 5min dans du TBST 0,068 yme fois a I'eau distillée pendant
5min. Elles sont ensuite montées entre lame etllaragec quelques gouttes d’une solution
de Vectashield contenant du DAPI 1/10000 puis éesllavec du vernis a ongle. Les lames

sont observées sur un microscope a fluorescenaea(D&RX).

3.2.8.Mesure des parametres hémodynamiques de la souris

3.2.8.1. Mesure de la pression artérielle systolique cheolais

Le principe de fonctionnement du dispositif est ébasur la méthode non-invasive (la
pléthysmographie), ce qui a pour avantage de pé&sérs animaux lors de I'expérience. La
mesure de la pression se fait selon le méme pengie pour la mesure de la pression
artérielle chez 'homme. Une pression contrdlée aggiliquée sur l'artere de la queue du
rongeur par le gonflement d’'un ballonnet et simnétaent le rythme cardiaque est mesureé par
un détecteur. La pression induite par le ballomugimente jusqu'a la disparition du signal du
rythme cardiaque. La pression est alors relach@esgue le signal du rythme cardiague est de
nouveau percu, la valeur de pression correspoageeksion systolique. La pression artérielle
est mesurée tous les jours sur une période de UWrs.jha méthode de mesure indirecte
nécessite l'utilisation d’'une plaque chauffantenale permettre la vasodilatation de I'artére,

afin d’augmenter la qualité du signal.
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3.2.8.2. Echographie

Les échographies transthoraciques sont réaliséedesusouris de 2, 3 et 9 mois par le Pr.
Monassier a l'aide d’'un Sonos 5500 échocardiograghe transducteur linéaire de 15 MHz

(Philips). Les souris sont anesthésiées par vorelg®e avec de l'isoflurane (2% dans de
'O,), la température des animaux est maintenue a 3t°@ye partie du thorax est épilé. La

sonde a ultrasons est fixée sur un socle de supporientée manuellement dans une position
parasternale petit axe. Le mouvement et I'épaisdela paroi ventriculaire gauche antérieure
et postérieure, ainsi que des diamétres ventrimdagont évalués a partir d’au moins trois
images acquises en 2D classigue guidé en mode MmM@ds). La fraction de

raccourcissement (FC) est calculée selon la formel€eichholz (Jakobsen et al., 2006).

FC= (Diamétre du ventricule gauche en diastoleaniditre du ventricule gauche en systole)

Diametre ventricule gauche en diastole *100

3.2.8.3. Réactivité vasculaire

Les mesures de réactivité vasculaire ont été elest avec le systeme de myographe a
microvaisseaux (DMT620M Multi Chamber Myograph wiith Screen ; ADInstruments) en
utilisant des aortes de souris. Immédiatement afgeésacrifice de la souris, l'aorte est
prélevée et isolée du tissu adipeux puis coupésegments de 1,5 a 2mm avant d’étre
immergée dans un tampon Krebs (118mM NacCl ; 4,65K®; 25mM NaHCQ; 2,5mM
CaCh; 1,18mM MgSQ; 1,18mM KHPQO;,; 5,5mM glucoseet oxygéné (95% £ 5% CQ
pour maintenir un pH 7,4). Les extrémités des §itst attachées sur les supports du
myographe a microvaisseaux. Un des supports @Staeln transducteur de force et 'autre a
un micromeétre gradué. Les étirements sont enrégistous forme de tension par un
ordinateur en utilisant un systeme d’acquisition diennées par le logiciel LabChart
(ADInstrument). Le segment d’aorte est baigné dand de solution de Krebs oxygénée. La
solution est changée toutes les 15min environ. disseau est d’'abord étiré durant une
période de 10min puis laissé au repos sans ted€ionin. Cette opération est répétée trois
fois consécutives afin d'éviter les phénomenes stdngse. Nous effectuons ensuite des
étirements cumulatifs de pth avec une période de stabilisation (~ 3min) ectraque
étirement. Nous distendons le vaisseau jusqu’andte ~ 2 a 3mN/mm (1mN = 102mg)
dépendamment du diamétre du segment vasculairé.n0as permet de tracer une courbe

longueur-tension passive spécifique au vaisseaulohgueur d’étirement nécessaire est
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determinée de facon a obtenir une circonférencavégate a une tension passive de
60mmHg sur le vaisseau suivant la loi de Laplacprésd une équilibration du vaisseau
pendant 30min, la réactivité du segment vascukstedvaluée par I'application de 80mM de
KCI. Une fois le plateau de réponse atteint, nadrifiens si I'endothélium est encore présent
en ajoutant 1® M d'acétylcholine, un agoniste cholinergique vakdteur endothélium
dépendant. La solution de Krebs est ensuite chapigéeurs fois avant de laisser le vaisseau
au repos 60min. A ce moment, on effectue une gaoroissante de phénylephrine {103
10°;10%; 3108;..., jusqu’a I'effet Max).
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Résultats
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4. Reésultats

4.1. Caractérisation phénotypique des souris déficiersrs
ShcA dans le cceur

Afin d’étudier le role de ShcA dans le cceur nousrmavutilisé le promoteur Sm22 qui est
activeé tres tét durant 'embryogénese dans le Go&ir,5 (Li et al., 1996) ;(Yang et al., 2010).

4.1.1.Génération des souris déficientes en ShcA danele ¢

Les souris ShcA floxées ont été réalisées dang tettoratoire par le Dr Matz. Le géSacA
comporte 12 exons. Afin d’exciser ce gedes sites lox ont été insérés entre I'exon 1@t 2
entre les exons 7 et 8 ce qui correspond au donkRiliede ShcA. Aprés action de la Cre
recombinase (Cre), les exons 2 a 7 seront excesémiicinduira I'expression d’'une protéine
ShcA tronquée sans domaine PTB (que nous appedlaoorp34) (figure 14 (A)). Pour
invalider spécifiqguement le genehcAdans le systéme cardiovasculaire nous avons fait
exprimer le gene de la Cre recombinase sous le@erdu promoteur Sm22. La vérification
de la présence de la Cre recombinase et de I'excid&ShcAest réalisée par PCR sur de
I’ADN génomique de souris (Figure 14 (B)). Ces P@mettent d’identifier la présence des
sites lox sur les deux alléles, celle du géne dérlarecombinase avec un contréle interne
d’amplification et I'excision des exons 2 a 7. Oérament, le promoteur Sm22 a été
couramment utilisé pour invalider I'expression dgses dans le systéme cardiovasculaire
(Langlois et al., 2010; Malhowski et al., 2011).
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Figure 14 : Détermination du génotype des souriSIBA-. (A) Représentation des alleles
des souris ShcA floxées (WT) et des souris Shcréts apres action de la Cre recombinase

(SmShcA-). Ex1 : Exon{B) Analyse par PCR de la présence des sites loxesu &lléles de

la souris (+/+: lox/lox ; +/-:

lox/sauvage ; :/-sauvage/sauvage), du géne de la Cre

recombinase (Cre) et du géne tronqué de ShcA d@agériome de la souris,® : controle

négatif.
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4.1.1.1. Expression de ShcA dans le cceur

Les précédentes études sur le réle de ShcA dambriy@genese n'ont pas mis en
avant d’anomalie cardiaque avant E11,5 (Lai ands®eaw2000). Nous avons donc choisi
deux points de cinétique a E14,5 et a E18,5 porifiefél’excision de ShcA. Le 14éme jour
de développement (E14,5) correspond a la fin detapaction des ventricules et a la fin de la
séparation des deux oreillettes (Savolainen et 24lQ9). E18,5 correspond a la fin du
développement des poumons de la souris ce quilesnembryons viables hors de 'utérus.
Nous avons donc vérifié par Western Blot I'excistnShcA a E14,5, E18,5 et a I'age adulte.

Pour cela les cceurs des souris sont récupérégparps pour un Western Blot (figure 15).

E14,5 E18,5 3mois
WT  SmShcA- WT  SmShcA- WT  SmShcA-

p52
\.- - o Shca
p46/ » & —_——
i I‘ 4 r
.- - -
T

Figure 15 : Excision de ShcA dans le cceur a EI18,5 et 3 mois. Analyse par Western
blot de I'excision de ShcA dans le cceur des so8n®22ShcA-. WT= souris contrble ;

SmShcA- = souris qui exprime la Cre recombinase $mgontréle du promoteur Sm22.

Une légére expression de ShcA est observée chegolass SmShcA- mais cela
provient de I'expression dans les autres celluliscgmposent le myocarde (fibroblastes,
cellules endothéliales,...). De plus, la préseneelad protéine ShcA tronquée (p34) nous
confirme l'action de la Cre recombinase dans latlyke coeur des souris SmShcA- a E14,5,

E18,5 et a 3 mois. Ces résultats valident le mo8&i@2ShcA- comme étant le modéle ou le
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domaine PTB de ShcA est supprimé dans le cceurolu@ssSmShcA- est le premier modéle

de souris viable qui n’exprime plus le domaine RIEBShcA dans le cceur a partir de E7,5.

4.1.1.2. Expression de ShcA dans les cellules musculairesedi

vasculaires

Le promoteur Sm22ShcA est également exprimé dansdlules musculaires lisses
vasculaires dans l'aorte dorsale a partir de B9, gt(al., 1996); (Yang et al., 2010) donc les
souris SmShcA- n’expriment également plus ShcA dasscellules musculaires lisses des
parois vasculaires. Un western blot réalisé sur a@m$es entieres de souris de 3 mois
SmSchA- et contrdle (WT) nous montre bien une dirtiam de I'expression de ShcA et la
présence de la protéine tronquée ShcA. La résalal®ce western blot nous permet de dire
gu’il y a bien 2 isoformes tronquées de ShcA caweslant aux l'isoformes p52 et p46
tronquées (Figure 16 (A)). L'immunohistochimie iséé sur des coupes transversales
d’aortes de souris agées de 3 mois, montre biehrgy’a pas de marquage au niveau de la
media, alors que le marquage au niveau de l'entiothéest toujours présent. Cela nous
confirme I'excision spécifigue de ShcA dans leslute$ musculaires lisses vasculaires.
Cependant, I'anticorps utilisé pour identifier laofgine tronquée de ShcA semble peu ou pas
spécifiqgue en immunohistochimie (Figure 16 (B)).
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WT SmShcA-

p52
p34—» ShcA
GAPDH

SmShcA-

Figure 16 : Expression de ShcA dans les cellulescoiaires lisses vasculairds) Analyse

par Western blot de I'excision de ShcA dans l'aatés souris Sm22ShcA-. WT= souris

contréle ; SmShcA- = souris qui exprime la Cre mbmase sous le contréle du promoteur
Sm22 (B) Immunomarquage de ShcA dans les aortes de sourBh&wn WT= souris
contrble ; SmShcA- = souris qui exprime la Cre rebmase sous le contrle du promoteur

Sm22. En rouge marquage de ShcA, Bleu Noyau, lames élastiques. Grossissement x32.
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4.1.2.Caractérisation phénotypique vasculaire des s&mShcA-
4.1.2.1. Absence d’anomalie histologique des aortes de S@mShcA-
Les observations microscopiques des coupes hisfioleg) d’aorte de souris SmShcA-
n'ont pas mis en évidence de différences struaardigure 17). Aucune anomalie n'a été

observée, ni au niveau de I'épaisseur des aortesodds SmShcA-, ni au niveau de
I'organisation des fibres élastiques.

WT SmShcA-

Lumiére

Lumiere

Figure 17 : Histologie des aortes de souris SmShCAloration H/E de coupe transversales
d’aortes de souris contrle (WT) et SmShcA- 4gées8 anois. Photo prise au microscope.
Grossissement x22.
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4.1.2.2. Reéactivité vasculaire

L’étude de la réactivité vasculaire a été effectage des aortes isolées de souris contrdle
(WT) et de souris SmShcA- (figure 18). L’'absenceSkteA dans les cellules musculaires
lisses vasculaires n’induit pas de différence dang®ponse a la phényléphrine, un agoniste

sélectifal-adrénergique qui a un effet vasoconstricteur.
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Figure 18 : Réactivité vasculaire des souris SmScl@Aimulative de phényléphrine sur
préparation d’aorte de souris de souris control§Y\&t de souris Sm22ShcA- agées de 3

mois (n=4 par groupe)
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4.1.3.Caractérisation phénotypique cardiaque des sour8h8A-

4.1.3.1. L'absence de ShcA est associée a une augmentagorma d

mortalité et au développement d’une pathologie catiEuse

Les souris Sm22Shc- ne présentent aucune différangehologique a la naissance, le
rapport mendélien au sevrage (15 jours) est reS@aeic 47% de souris SmShcA- et 53% de
souris WT(Figure 19 (A)). Cependant, avec I'age on obseneaugmentation de 15% de la
mortalité chez les souris SmShcA- indépendammeiseda (Figure 19 (B)). Certaines souris

présentent également des cedémes aux pattes (Efy(€3).

) Courbe de survie SmShchA-
Rapport Mendelien
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Figure 19 : Manifestation de I'insuffisance cardiagchez les souris SmShcA-. (A) Rapport
mendélien de la lignée de souris SmShcA- effeatud 80 animaux. (B) Courbe de
régression de Kapplan-Meier de la lignée SmShcA1Q0@ souris/groupe). (C) Photographie

de la patte gauche antérieure de souris agéesnas9Fleche : cedeme.
60



4.1.3.2. L’absence de ShcA induit une cardiomégalie

Les souris SmShcA- agées de 9 mois présentent antkomégalie séveréfigure
20(A)). Le rapport poids du coeur sur poids de larisonous montre une augmentation
significative du poids des coeurs des souris SmShoAvant atteindre le double du poids de
coeur d'une souris normale (Figure 20 (B)).
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Figure 20 :Cardiomégalie des souris de 9 mois SmShcA-. RAptographie de cceurs de
souris controle (WT) et SmShcA- agées de 9 mois R&pport poids du cceur sur poids des
souris (en mg/g) (n=6-7), animaux agées de 9 nvdyenne + SD; P < 0.05.

L'étude des cceurs de souris a révélé que la caétdjalie se développe rapidement
dés I'age de 3 mois (figure 21).
WT SmShcA-

Figure 21: Cceurs des souris de 3 mois SmShcA-oetre (WT). Photographie

représentative des coeurs de souris SmShcA- ebt®(WT) agées de 3 mois (n=4).

L’absence de ShcA dans le cceur entraine donc udéegalie qui s'accompagne d’un
taux de mortalité plus élevé. Afin de caractérsemmieux le phénotype de ces souris, nous

avons réalisé une analyse des parametres hémodyuresni
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4.1.4.Caractérisation des paramétres hémodynamiques

4.1.4.1. Augmentation de la pression artérielle des sounSIscA-

Afin de vérifier 'origine du phénotype cardiaquesdsouris SmShcA-, nous avons
effectué des mesures de pression artérielle clagmral vigile par pléthysmographie. Les
résultats nous montrent que les souris SmShcA-sagée3 et 9 mois présentent une
augmentation de la pression artérielle systoliggAS) par rapport aux souris controles,
101+2 vs 88+2 mmHg et 101,3+1.78s 88,431,641 mmHg (Figure 22). L'analyse de la
fréquence cardiaque chez l'animal vigile n'a pasél& de différence entre les souris
SmShcA- et les souris contrbles 556,3+15,78 vs(B3%,78 mmHg.
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Figure 22 : Pression artérielle systoligue des iso8m22ShcA-. Mesure de la pression
artérielle systoligue (mmHg) par pléthysmographienaveau de la queue des souris contrdles
(WT) ou déficientes en ShcA dans le cceur (SmShéfédes de 3 mois et 9 mois, n=10

souris/groupe.

4.1.4.2. Perte de la contractilité et dilatation ventrictdaides souris
SmShcA-
Pour étudier la fonction cardiaque, nous avorecéi des échographies sur des souris
agées de 3 et 9 mois. Les images d’échographiéagael nous montrent une dilatation du
ventricule gauche chez les souris SmShcA- des kg8 mois (figure 23). Une perte de la

contractilité chez les souris SmShcA- a égaleméntobservée avec une diminution de la
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fraction de raccourcissement du ventricule gauéhgu(e 24). Certaines souris présentent

également des zones hypokinétiques.

SmShcA-

Figure 23 : Dilatation des ventricules des sounsS8cA- . Echographie transthoracique de
coeur de souris agées de 9 mois. Représentatiomgréaphique en mode 2D d’'une coupe
transversale de cceur de souris controle (WT) ett8®S VG : Ventricule gauche.
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Figure 24 : Perte de la contractilité des souriSBoAA-. (A) Représentation échographique
M-mode du ventricule gauche de souris de cont\MM&)(et SmShcA- agée de 9 mois. DFS :
diametre ventriculaire en fin de systole ; DFDardétre ventriculaire en fin de diastole. (B)
Fraction de raccourcissement du ventricule gaude sturis contréle (WT) et des souris
SmShcA-. n= 6-7 souris par groupe. Les résultaté sgprimés en moyenne + esnP &
0.05.
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L’absence de ShcA dans le cceur induit une dilatates ventricules gauches avec une

perte de contractilité caractéristique d’'une cargiopathie dilatée.

4.1.5.Histologie des cceurs de souris SmShcA-

4.1.5.1. Dilatation des ventricules droit et gauche

L’histologie des cceurs des souris a été effectuédes souris de 3 mois. Nous avons
réalisé des coupes sur le plan transversal etesynlan frontal qui ont été colorées par
hématoxyline/éosine (Figure 25). On observe chezstmuris SmShcA- une dilatation des
ventricules gauches. La dilatation du ventriculede est I'un des remodelages cardiagues
qui intervient lors de linsuffisance cardiaqueest un mécanisme de compensation qui

permet d’augmenter le volume d’éjection afin dentexir un débit cardiaque constant.

* Macroscope
WT SmShcA-

Coupe frontale

Coupe transversale

Figure 25: Dilatation ventriculaire. Coupes histgptpues colorées a ’lhématoxyline éosine de
cceur de souris contréle (WT) et SmShcA- agées dwi8. Photos prises au macroscope,

coupes frontales : grossissement x2.5 ; coupesveasales : grossissement x3.
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* Microscope

L’'analyse des coupes des cceurs de souris au nop®s$ca pas révélé d’'anomalie visible au
niveau du myocarde. Cependant, au plus fort greesient on remarque certaines zones de

dégénérescence du myocarde (figure 26).

WT SmShcA-

Figure 26 : Organisation du myocarde ventricula®servation au microscope de coupes
colorées en H/E de myocarde ventriculaire des saamtrole (WT) et SmShcA- agées de 3
mois. Grossissement x5 pour les photos du haybox8 les photos du bas. * dégénérescence

du myocarde.
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4.1.5.2. Absence de fibrose au sein du myocarde des somBh8A-

Les colorations au trichrome de Masson qui colegefibres de collagéne en vert, n'ont pas

révelé la présence de fibrose au niveau du myoa®sisouris SmShcA- (Figure 27).

WT SmShcA-

Figure 27 : Absence de fibrose chez les souris $ASHObservation au microscope de
coupes colorées au trichrome de Masson de myowartdeculaire des souris controle (WT)
et SmShcA- agées de 3 mois.

L’'analyse histologique des coupes de cceur de s@mShcA- nous a révélé que
'absence de ShcA au niveau cardiaque induisait eareiomyopathie dilatée. En effet,
lorsque ShcA est absente dans le cceur, les soévedoppent une dilatation ventriculaire
gauche afin de compenser la perte de contractilihalyse histologique du myocarde des
souris SmShcA- a mis en avant une dégénérescencg/altarde. Cependant les colorations
au trichrome de Masson n'ont pas révélé la préselecéibrose qui est pourtant une des
conséquences d'une insuffisance cardiaque. Nousmsawdfectué des observations au

microscope électronique des cardiomyocytes au nideaces zones (Figure 28).
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4.1.5.3. Hypertrophie et désorganisation au sein des cardioytes des

souris SmShcA-

La microscopie électronique nous permet d’obsebudtrastrucuture du myocarde.
Contrairement & I'histologie classique les coupdsées sont ultrafines ce qui nous permet
d’observer en détail I'organisation cellulaire. dopassons de I'échelle tissulaire a I'échelle
cellulaire. L'analyse des coupes de coeur des soBnESchA- nous a confirmé la
dégénérescence du myocarde, observée sur les chbigi@ogiques en H/E. En effet, on
observe sur les sections transversales, des caydaytes hypertrophiques chez la souris
SmShcA- comparée a la souris contrble. (Figure 2. les coupes longitudinales des
cardiomyocytes on observe une perte de I'orgawisale la fibre cardiaque, avec I'absence
d’une organisation des mitochondries normalemeghéés entre les sarcomeres (Figure 28).

WT SmShcA-

Coupe transversale

Coupe Longitudinale

w : Noyaux 7. Mitochondries
: Vaisseaux w: Sarcomeres

: Dégénérescence des cardiomyocytes




Figure 28: Hypertrophie et désorganisation dedicaryocytes des souris SmShcA-.
Observation au microscope électronique du myocdedesouris contréles (WT) et des souris
SmShcA- agées de 3 mois en vue transversale (et) leaulongitudinale (en bas).

Echelle=10um.

4.1.5.4. Dilatation des mitochondries et désorganisation slEesomeres

des souris SmShcA-

Les observations au microscope électronique au foldsgrossissement mettent en
évidence la présence de nombreuses mitochondt&séeasi et arrondies (Figure 29). Ceci est

une des caractéristiques connue de l'insuffisaacdiague.

WT SmShcA-

Figure 29 : Dilatation des mitochondries dans leircaes souris SmShcA-. Observation au
microscope électronique du myocarde des sourisr@est (WT) et des souris SmShcA-.

Triangle blanc : mitochondries ; fleche noire : /@@ des sarcoméres. Echelle=2um.
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Les observations au microscope électronique ontleéget mis en évidence une
désorganisation des sarcomeres. Avec la perte ll@nide | et un épaississement de la bande
Z (figure 30).

WT SmShcA-

Figure 30 : Désorganisation des sarcoméres dansatellomyocytes des souris SmShcA-.
Observation au microscope électronique des sar@sdes souris contréles (WT) et des
souris SmShcA- agées de 3 mois. Z : bande Z ahdé I. Echelle : 2um.

Les souris SmShcA- présentent une désorganisaésrs@rcomeres avec un épaississement
de la bande Z et la disparition de la bande |.eCafisorganisation peut expliquer la perte de
contractilité observée a I'échographie. Le sarcenest I'unité de contraction du muscle. Afin
de vérifier que la désorganisation des sarcoméstdsien la cause de l'insuffisance cardiaque,
nous avons étudié I'organisation des sarcoméredgmeé’embryogenése a E14,5 et E18,5,

avant que l'insuffisance cardiaque ne se développe.
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4.1.6.Histologie des cceurs d’embryon de souris SmShcA-

4.1.6.1. Observation du myocarde des embryons de souris

L’'observation microscopique des coupes de myocaddssembryons a E14,5 et a E18,5
colorées au bleu de Toluidine (colorant basoplgitande affinité avec les acides nucléiques)
nous montre I'apparition d’'une dégénérescence dacarge uniquement a partir d'E18,5

(figure 31).
WT

SmShcA-

E14,5

SmShcA-

Figure 31: Dégénérescence du myocarde des embiyoB$8,5. Observation au

microscope de coupes de myocardes, colorées aulbléoluidine, des embryons de souris
contrle (WT) et SmShcA- a E14,5 et E18,5. Grossmnt x10 pour les photos du haut, x8
pour les photos du bas. VG : Ventricule Gauchegrte de dégénérescence.
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4.1.6.2. Désorganisation des sarcomeres observé a patit4&

L’'organisation des sarcomeres observée par migpiesaglectronique nous montre que les
coeurs embryonnaires des souris SmShcA- présenterdésorganisation précoce a partir de
E14,5 (figure 32). Les filaments fins et les filamgeépais ne sont pas encore polymérisés et
assemblés a E14,5 chez la souris SmShcA-. Cetbegdéssation se poursuit & E18,5 avec un

épaississement de la bande Z et la perte de |ahadie la bande H.

A WT SMShcA-

E14,5

WT SmShcA-

E18,5

- ¥ - -
e

Figure 32 : Désorganisation précoce des sarcondans les cardiomyocytes des souris

SmShcA-. Observation au microscope électroniquesdesomeéres du cceur des embryons de
souris contréles (WT) et SmShcA- a E14,5 et E18,5bande Z; | : bande | H : bande H.
Echelle=2pm.
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4.2. Voies de signalisation de ShcA dans le coeur

4.2.1.Voies de signalisation des MAPkinase et AKT/mTORsl&
cceur des souris SmShcA-

L’analyse des principales voies de signalisatiosesiien jeu par ShcA, la voie des MAPK et
d’AKT/mTOR, dans le cceur des souris SmShcA- n'argaélé de différence entre les souris

SmShcA- et les souris contréles (figure 33).

E14,5 E18,5 3mois

WT  SmShcA- WT  SmShcA- WT  SmShcA-

P-AKT

P-mTOR

—

“ o

—— CAPON

Figure 33 : Voies de signalisation mises en jeu hcA dans le cceur. Western blot
représentatif des phosphorylations de mTOR, AKTERK sur lysats totaux de coeurs de
souris a E14,5, E18,5 et 3 mois. Rapporté a la GARD 3 par groupe.

L’absence de ShcA dans le cceur n’induit pas dérdiffce au niveau des principales voies de
signalisation impliquant ShcA, comme la voie desRkinase et la voie d’AKT/mTOR. Ces

résultats sont en accord avec le KO total de SheAwrune différence n’est observée (Lai
and Pawson, 2000). Les auteurs ont justifié cditerce de différence par I'hétérogénéité

cellulaire présente au sein du myocarde.



4.2.2.Role de ShcA dans I'expression des protéines diosare

Titine est une protéine géante impliquée dans #pigation et I'élasticité du sarcomere. Elle
est présente sous 2 isoformes : N2BA, la formergommaire, et N2B, la forme mature. A la
naissance, il s’opére un switch entre les isoforf2BA et N2B pour adapter la réponse aux
forces exercées par le coeur. L'absence de titiae lehsouris KO cause des désorganisations
des sarcomeres. L'absence de certaines régiongtime induit une désorganisation des
sarcomeres, une dysfonction diastolique et unehitocardiague (Radke et al., 200Dg
plus titine est phosphorylée en sérine/thréonine lgg MAPKinases au niveau de deux
régions situées dans la bande Z appelé Zisl et @sbtel et al., 1996; Sebestyen et al.,
1995) L'absence de ShcA dans le cceur n’induit pas dé&rdiice d’expression des
différentes isoformes de titine (figure 34).

E14,5 E18,5 3mois
WT SmShcA WT SmShcA WT SmShcA
N2BAJ| N2BA] O =\e
N2B=— o o -
o T
T = T=

Figure 34: Pas de différence d’expression de tiimes les lysats de coeur de souris SmShcA-.
N2BA : isoforme embryonnaire de titine ; N2B : isohe mature de titine ; T2= produit de

dégradation de titine ; MHC : Myosin Heavy Chagontréle de la quantité de dépot.

Nous avons également regardé la phosphorylatisrddmaines Zis1 et Zish vitro (Figure
35). La phosphorylatiom vitro des domaines de titine Zis1 et Zis5 par les engymnésentes
dans le lysat de coeur des souris SmShcA- a E18%nmabis n'a pas mis en évidence de

différence de phosphorylation.
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E18,5 3 Mois

WT SmShcA- WT SmShcA-

Zis1 - _— F

Zis5

e e—

Figure 35: Absence de différence de phosphorylaties domaines Zisl et Zis5 de titine.
Phosphorylatiorin vitro au P32 des domaines clonés de Zisl et Zis5 eemqmésle lysats de

cceurs de souris sauvages (WT) et SmShcA- a E18,hets.
o Téléthonine

La téléthonine est une protéine qui permet I'anerdg titine a la bande Z. Nous avons
effectué un western blot sur les coeurs de souriSheA agees de E14,5, E18,5 et 3 mois
(figure 36). L'absence de ShcA dans le cceur indoné augmentation de I'expression de la
téléthonine des E14,5 et de fagon plus importantel85 et a 3 mois. Le role de la
téléthonine dans le sarcomére a déja été étudig leheoisson zebre dans le muscle
squelettique. En effet, la délétion de la télétherinduit une désorganisation des sarcomeres
via I'absence de formation de costameres (Zhangl.et2009).ShcA pourrait alors étre
impliquée dans l'organisation des jonctions ceitela essentielles a la contraction du

cardiomyocyte comme le disque intercalaire et kamoere.
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E14,5 E18,5 3 Mois

WT SmShcA- WT SmShcA- WT SmShcA-

- - - o

A R CAPDH

Figure 36 : Augmentation de I'expression de latt&lgine dans le coeur des Souris SmShcA-.
Western blot représentatif de la téléthonine ssatlyotal de cceur de souris a E14,5, E18,5 et

3 mois. Normalisé avec un anticorps dirigé corar&APDH. n=3 par groupe.

4.2.3.Implication de ShcA dans les jonctions cellulaires

4.2.3.1. Le disque intercalaire

Le disque intercalaire est une structure essemti@lll’étirement et a la propagation du
potentiel d’action d’'une cellule & une autre. Leadie intercalaire fait intervenir plusieurs
types de jonctions : les jonctions adhérentegpolestions gaps et les desmosomes. L'absence
de ShcA dans le cceur semble ne pas altérer I'ggiiom du disque intercalaire dans le coeur
(Figure37).
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WT SmShcA-

Figure 37 : Organisation du disque intercalaire desiris SmShcA-. Observation au
microscopique électronique du disque intercalaies dardiomyocytes de souris contrble
(WT) et SmShcA- agées de 3 mois. Triangle : disgquercalaire ; M : mitochondrie.

Echelle=2um

4.2.3.2. Les costameres

Le costameére est constitué d’'un complexe protéguigpermet I'ancrage du sarcomere a la
matrice extracellulaire via les intégrines et lemplexes protéines sarcoglycan-dystroglycan-
dystrophine. Il joue un rble dans l'organisation L&rchitecture du cytosquelette du
cardiomyocyte mais également dans I'interactiomeciat matrice extracellulaire et les cellules
avoisinantes. Chez les souris SmSchA- on obserged@norganisation de ces structures des
E18,5 (figure 38avec une augmentation de la distance séparantrfdoraee plasmique de la
bande Z.
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WT SmShcA-

Figure 38: Désorganisation des costaméres chezemabryons de souris a E18,5.
Photographie en microscopie électronique du myecdes souris contréle (WT) et SmShcA-

. Triangle blanc : costamere. Echelle = 1um.

Le costamere est également localisé au niveau mieabrane latérale des cardiomyocytes

4.2.3.3. Anomalie de la membrane latérale des cardiomyoajgessouris
SmSchA-

La membrane latérale du cardiomyocyte joue un délenaintien et de cohésion au sein du
tissu. Elle fait intervenir les mémes complexestgiques retrouvés dans le costamere.
L’absence de ShcA dans le coeur induit une impatadésorganisation de la membrane
latérale des cardiomyocytes chez I'embryon a Eb&fs également a 3 mois (figure 39).
L'absence de ShcA dans le cardiomyocyte induit uimégularité du sarcolemme et
d’'importants espaces intercellulaires. On retrolevzenéme type d’anomalie au niveau du
sarcolemme dans les cardiomyocytes chez les squiisiexpriment pas la dystrophine
(MDX) ou Il'utrophine, un homologue protéique dedigstrophine (Sanford et al., 2005a
dystrophine est protéine impliquée dans l'orgaisatu cytosquelette. Elle intervient au
niveau du costamére afin de relier le complexe ae du costamere (intégrine et
dystroglycan) aux filaments d’actine. Chez 'homnaes mutations sur ce gene causent
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E18,5

3 Mois

différent types de myopathies dont la myopathieDdehenne, une myopathie qui touche

essentiellement le muscle squelettique.
WT SmShcA-

Figure 39 : Membrane latérale des cardiomyocytes simiris SmShcA-. Observation au
microscope électronique de la membrane latéralecomg's de souris contréle (WT) et des
souris SmShcA- a E18,5 et 3 mois. Triangle blasarcolemme ; triangle noir : jonction

adhérente, étoile : espace intercellulaire. Ech2[len.

Les souris SmShcA- développent une anomalie deelabrane latérale des cardiomyocytes
semblable a celle observée dans les modeles nigidystrophie musculaire (Sanford et al.,
2005) L'absence de ShcA au niveau des cardiomyocytesiaestrune désorganisation des

sarcomeres associée a une anomalie de la membatérald des cardiomyocytes. Ces
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malformations se manifestent chez la souris SmSipaf-une dégénérescence du myocarde

qui se traduit alors par une insuffisance cardiaque

4.3. Hypothéeses mécanistiques

Le costamére est une structure qui fait interveleinx types de complexes : le complexe

sarcoglycane-dystroglycane-dystrophine et le coxapietégrine-taline-vinculine.

Hypothése 1: ShcA peut se lier via son domaine SH2 a la sou® béta du dystroglycane
lorsque celle-ci est phosphorylée (Sotgia et 81012. ShcA pourrait donc étre nécessaire a la
liaison de la dystrophine avec son complexe menaraiiFigure 40).

Hypothése 2 :Shc A peut étre recrutée a la membrane directemeimdirectement par les
intégrines (Wary et al., 1999), (Wary et al.,, 199Bx présence de ShcA pourrait étre
nécessaire dans le maintien du complexe intégaileetvinculine (Figure 40).

Hypothése 1 Hypothése 2

dyvstroglyeane

‘ “5 | Intégrine
e — 5 O B

Sarcoglycane '.

dystrophine

TR T S T i T e O a-actinine

Filaments

Fins \

B er—

Figure 40 : Implication de ShcA dans I'organisatihncostameére.
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Discussion et Perspectives
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5. Discussion et Perspectives

Notre sujet s’inscrit dans le cadre de I'étude @dle de ShcA dans la fonction cardiaque.
La premiere étude a ce sujet est celle du KO tt#aBhcA qui a permis d’identifier le réle
fondamental de ShcA dans la formation du coeur dWembryogenése. En effet, le KO de
ShcA et plus précisément la délétion partielle dmdine PTB de ShcA chez la souris, est
létal durant I'embryogénese a E11,5 (Lai and Paw&fl90). Notre modéle de souris
transgénigque consiste en linsertion par recomboraihomologue du gene de la Cre
recombinase associé au promoteur du @ma2dans le génome de la souris (Holtwick et al.,
2002). Sm22alpha (smooth muscle 22 alpha) est umuear spécifigue des cellules
musculaires lisses chez I'adulte et est égalemaurireé pendant 'embryogenése entre E7,5
et E13.5 dans le cceur (Langlois et al., 2010; Ma#kb et al., 2011; Yang et al., 2010).
L'autre modele de souris n’exprimant pas ShcA dme@ment dans le coeur, généré par
I'équipe du Professeur Pawson (Vanderlaan et @lL1R utilise le promoteur de la chaine
légere de la myosine (MLC2v) associé a la Cre rédoase (Chen et al., 1998). Cependant,
contrairement a notre modele, le géne deCta est associé directement au promoteur
endogene de la chaine |égére de myosine. L'usagesiesouris Knock-in a pour avantage
d’avoir une expression plus spécifique du géne a@eCie recombinase c'est-a-dire
uniquement dans les cardiomyocytes. Cependant,atanmdele de souris K, la délétion du
gene de la chaine légére de la myosine, une peoténpliquée dans la contraction
spécifiguement dans le coeur, sur un alléle poumditire un biais non négligeable dans

l'interprétation des résultats.

Dans notre modeéle, la délétion du géne de ShcAageehtre I'exon 2 et 7 ce qui
correspond a une délétion de 88% du domaine PTiB glee dans leur modéle seuls les exons
2 et 3 sont excisés soit 45% du domaine PTB (Lai Bawson, 2000). On peut donc
s’interroger sur le role de la protéine tronquéergste néanmoins exprimée. Dans le modéle
KO de ShcA publié en 2000 une protéine d’enviroRDE reste exprimée, correspondant a
une partie du domaine PTB de ShcA et des domaikHsef SH2. Dans notre modele, une
protéine tronquée d’environ 34kDA est exprimée egpondant aux domaines CH1 et SH2 de
ShcA. Dans I'étude effectuée en 2007, I'équipe thfddseur Pawson (Hardy et al., 20@7)
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vérifié que linactivation spécifique de I'un ouwalitre domaine de ShcA (PTB ou CH1 ou
SH2) par mutation n’induisait pas une inactivatitas autres domaines restés présents. Ainsi,
I'inactivation du domaine PTB par mutation sur djgmine 175 de ShcA empéche la liaison de
ShcA au niveau des motifs phosphorylés de la partracellulaire du récepteur a I'EGF,
mais n‘empéche pas le recrutement de Grb2 au nideaumotifs tyrosines phosphorylés du
domaine CH1 (Hardy et al., 2007). Ainsi, la progBhcA tronquée que nous détections dans
notre modéle et qui est constituée des domaines €HISH2 uniquement pourrait
potentiellement avoir une fonction dans l'inductides voies de signalisation comme la voie
des MAPKinases. Ceci pourrait expliquer l'absence différence de phosphorylation
d’AKT/mTOR, ERK et indirectement de la titine. Afite vérifier cette hypothése, il serait
intéressant de contréler la fonctionnalité de cettetéine tronquée sur des fibroblastes
embryonnaires de souris ShcA floxées traitées paradénovirus exprimant la Cre
recombinase (AdenoCre) ou par un SiARN ShcA. Letetmzent par I'adenoCre nous
permettrait d’avoir I'expression de ShcA sans lendme PTB alors que le traitement par le
siARN ShcA éteindrait totalement I'expression detatéine totale.

Notre modéle de souris SmShcA- nous permet deqlieela mort des embryons ShcA
KO observée dans I'étude de Pawson en 2000, cise-&ur les souris ou le domaine PTB
est tronqué de 45%, ne peut pas étre entieremgnitém a 'absence du domaine PTB de
ShcA dans le cceur. En effet, notre modéle n'expritos théoriquement ShcA a partir de
E7,5 spécifiguement dans le cceur. Pourtant ilieble; avec un rapport mendélien respecté a
la naissance, ce qui laisse penser que ShcA jouslanvital pour I'embryon a un autre
niveau que dans les cellules cardiaques.

Cependant, cette étude rejoint la notre conceflieandle de ShcA au niveau de complexes
protéiques impliqués dans l'adhésion cellulaire. &fet, une étude a montré (Lai and
Pawson, 2000) que I'absence de ShcA dans les fast@s embryonnaires de souris induit
une désorganisation du cytosquelette des fibradastssentiellement au niveau de la
polymérisation de I'actine, avec une désorganigaties points focaux lors de I'adhésion sur
la fibronectine. Par homologie, les points focaux ane fonction similaire a celle des
costameres. lls permettent I'ancrage du cytosceetiet la cellule a la matrice extracellulaire
par I'intermédiaire des intégrines. De plus, I'alsede ShcA conduit a une augmentation de
I'expression de la téléthonine, déja identifiée ommétant impliguée dans I'organisation des
costameres chez le poisson zébre (Zhang et al9)20@s observations au microscope

électronique de la structure des cardiomyocytessdags SmShcA- nous montrent bien une
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désorganisation de costameéres au niveau de I'and@ada bande Z au sarcolemme avec des
irrégularités dans la structure de la membranedktélu cardiomyocyte. Le costameére est
composé de deux complexes principaux, I'un d’eutifiégervenir les intégrines : le complexe
intégrine-taline-vinculine et l'autre le complexe darcoglycane-dystroglycane-dystrophine
(Stromer, 1998).

Hypothese 1 Hypothese 2

dyvstroglyeane

Sarcolémme —»@ “ ! .. : hm?@@@j

ShcA a déja été identifién vitro comme pouvant interagir directement ou
indirectement avec la sous-unité intracellulaire deégrines betal et alphal (Wary et al.,
1996). L'interaction indirecte fait intervenir laweoline qui se lie a la partie intracellulaire de
la sous-unité alphal ou alphaV des intégrines étvqurecruter des tyrosines kinases
cytosoliques tel que Fyn (lié grace a son dom&Hk). Fyn va phosphoryler les motifs
tyrosine du domaine CH1 de ShcA qui permet alorgedeuter Grb2 (Wary et al., 1996;
Wary et al.,, 1998). Dans le coeur on retrouve emdlembent les intégrines alpha7/betal,
alphab5/betal et alpha6/ betal (Stromer, 1998)y@=d’interaction pourrait également avoir
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lieu au sein du costamére dans le cceur et 'abs&hcA pourrait déstabiliser le complexe
intégrine-taline-vinculine. Nous pourrions réalisi¥s immunoprécipitations des intégrines
afin de vérifier I'intégrité du complexe. L'immunarguage des protéines du complexe dans
le cardiomyocyte des souris SmShcA- nous permeteavérifier également la localisation
membranaire de ces protéines.

Le deuxiéme complexe de glycoproteine-dystrophsteua complexe multiprotéique
faisant intervenir différentes protéines : les tyglycanes, les sarcoglycanes et la dystrophine
(Stromer, 1998)Les dystroglycanes sont constitués d’une sous-atytéa extracellulaire et
d'une sous-unité beta transmembranaire. La soué-umeta du dystroglycane permet
'ancrage de la dystrophine a la membrane plasmigaelystrophine permet de faire le lien
entre les protéines du sarcomere et la membranemaee. La sous-unité beta du
dystroglycane présente un domaine WW qui, lorsqesil phosphorylé, peut recruter ShcA
(Sotgia et al., 2001B5hcA pourrait faire le lien entre la sous-unitéabat dystroglycan et le
sarcomere.Nous pourrions Vérifier la localisation membranatte la dystrophine par
immunomarquage ou réaliser une immunoprecipital®ita sous-unité beta du dystroglycane
dans des cardiomyocytes de souris SmShcA-.

L'implication de ShcA dans l'insuffisance cardigga également été étudiée dans une
étude récente parue en 2011 (Vanderlaan et all)2Dés auteurs ont utilisé un autre modele
de souris transgénique qui n’exprime plus ShcA dansceur a I'age de 2 semaines et de
facon plus prononcée a 12 semaines. Dans ce mtadié d’inactivation de ShcA dans le
ceeur, les souris développent les premiers signasedhsuffisance cardiague a I'age de 3
mois avec une dilatation ventriculaire et une pdeéda contractilité observée a partir d’'un an.
Le phénotype est semblable & notre modele si & qiee dans notre modele, I'insuffisance
cardiaque des souris SmShcA- se développe de falgsnprécoce et le cceur subit déja un
remodelage dés 3 mois. Cela peut étre expliquéapmélétion précoce de ShcA dans le cceur.
Cependant dans les deux modéles, l'insuffisancediague ne s’accompagne pas d’'une
fibrose au niveau du myocarde, pourtant c’est ttnpmene bien identifié dans l'insuffisance
cardiaque. De plus le taux de mortalité¢ dans notoelele semble peu élevé méme s'il
demeure significatif alors que les auteurs de détyparue en 2011 n’ont pas noté
d’augmentation de la mortalité. Nous pouvons voirun effet bénéfique de I'absence de
ShcA dans le coeur. Une des isoformes de ShcA,8agst impliquée dans la mort cellulaire.
En effet 'absence de p66 chez la souris proloregpérance de vie de 30% (Migliaccio et al.,

1999) et son réle dans différentes pathologiesiaaadculaires comme I'athérosclérose ou
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linsuffisance cardiaque a déja été identifié (@naiet al., 2005; Napoli et al., 2003). En

microscopie électronique, les noyaux des cardiowytgsc présents dans les zones de
dégénérescence ne présentent aucun signe de néaro&gpoptose. Seules quelques souris
possedent des cardiomyocytes en autophagie casacpar un enroulement membranaire et
la présence de vésicules autophagiques. Ceci [oé@tra un des effets bénéfiques de
I'absence de I'isoforme p66 dans le coeur.

La souris SmShcA- se démarque des autres modéalsspg@hénotype cardiaque plus
sévere avec une augmentation de la mortalité, @amdioemégalie, une diminution de la
contractilité et une hypertension. L'absence deASHans les cellules musculaires lisses
vasculaires des souris SmShcA- n'entraine pas diahe dans la structure de l'aorte ni de
probleme de réactivité vasculaire. Cependant, weteclut pas un potentiel réle de ShcA au
niveau vasculaire. Afin d'élucider avec plus de cm@®n le réle de ShcA au niveau
vasculaire, il serait intéressant de travailler das vaisseaux de résistance plutét qu'avec
'aorte qui est un vaisseau de conductance. De fdugerniere étude réalisée sur ShcA dans
le cceur a montré que ShcA induisait dans les aargboytes une hypersensibilité au calcium
(Vanderlaan et al., 2011). Si elle prend égalenpéante dans les cellules musculaires lisses
vasculaires, cette hypersensibilité au calcium gauinduire une hyper-contractilité des
vaisseaux et conduire a une rigidité des microeaiss et induire une hypertension. De plus,
l'absence de ShcA au niveau vasculaire pourraitdeme a une dysfonction de la
vascularisation du cceur et induire une hypoperfusardiaque. Cela pourrait étre un facteur
aggravant l'insuffisance cardiaque observée ctegdaris SmShcA-.

Notre étude montre un réle protecteur de la pretédaptatrice ShcA dans le
développement de l'insuffisance cardiaque. Noslta@sunous permettent de proposer que le
réle essentiel de ShcA dans la fonction cardiacqgiesitie au niveau du maintien de la
fonctionnalité du sarcomeére. Plus précisément Sipoutrait étre une protéine indispensable
dans la formation des complexes costamériques piamhéa continuité de la communication
entre les signaux extracellulaires et le sarconftgls que la matrice extracellulaire, le

calcium,...)
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Deuxieme partie : ROle de LRP1 dans la

calcification vasculaire
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6. Latherosclérose et ses complications

Le systeme vasculaire est constitué des vaisseaugegmettent 'acheminement du
sang dans tout I'organisme. Les artéres transpgdeesang riche en oxygene du coeur vers les
organes et les veines le sang pauvre en oxygenargkases vers le coeur. Ceci est vrai pour la
circulation systémique, par contre on observe &mse dans la circulation pulmonaire. En
effet, le sang pauvre en oxygene quitte le coceul’@a@ére pulmonaire vers les poumons et
revient enrichi en oxygéne des poumons vers le paaua veine pulmonaire.

L’athérosclérose se caractérise par une atteimenifue de la paroi vasculaire des
arteres de moyen et de gros calibre, due a l'aclation de lipides. L’'athérosclérose peut
causer des ischémies entrainant des infarctus,adeslents vasculaires cérébraux, des

artériopathies des membres inférieurs.

6.2. Physiologie de la paroi vasculaire

Les arteres sont constituées de trois couchesnclissi: I'intima, la média et
'adventice. L’intima est la couche la plus interefle est constituée d’'une monocouche de
cellules endothéliales qui reposent sur la lamealba€ette couche est trés fine et également
constituée de matrice extracellulaire comprenantcdilagéne et des protéoglycanes. La
meédia, comme son nom lindique, est la couche a@ntde la paroi vasculaire. Elle est
essentiellement constituée de cellules musculamésurées de fibres élastiques. L’adventice
est la couche externe de l'artére, elle est carstide tissu conjonctif, de fibroblastes et de
terminaisons nerveuses. Elle est contien égaleshentvasa vasorum qui irriguent la partie

externe de la média des vaisseaux de gros ca(biguge 41) (Lusis, 2000).
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Figure 41 : Structure des artéres de large calibrage Servier Medical Art).

6.3. Physiopathologie de I'athérosclérose.

Selon I'Organisation Mondial de la Santé, I'athétésose est définie comnieine
association variable de remaniements de lintima deteres de gros et moyen calibre,
consistant en une accumulation focale de lipides,gticides complexes, de sang et de
produits sanguins, de tissu fibreux et de dépoteacas, le tout s’accompagnant de
modifications de la média'l’athérosclérose a été classée en 3 stades dsaliapres (Stary
et al., 1995) et en fonction de I'histologie deplaque, 6 types de Iésions ont été identifiés
(Tableau 2) : un stade précoce allant de | a IVfesmondant a une accumulation de
macrophages et de cellules musculaires lisses @sade cholestérol, on parle alors de strie
lipidique. Ces stries lipidiques sont en générghgdomatiques mais peuvent conduire a un
stade plus avancé correspondant aux lésions filinaues (stade V de Stary). Les lésions
fibrolipidiques sont considérées comme l'un deslesaavancés de I'athérosclérose car elles
induisent une désorganisation importante de l'iatifan effet, & ce stade, la plaque présente
une accumulation de collagene qui va former un@eliidreuse entourant le noyau lipidique
et s’accompagne souvent d’'une calcification qugifree la paroi vasculaire. Le stade V
conduit bien souvent au stade de la Iésion com@diga ce stade les taux de morbidité et de
mortalité dus a l'athérosclérose sont a leur marimine rupture de plaque peut alors
conduire a la formation de thrombose qui risquebstuer le vaisseau et ainsi causer des

infarctus ou des AVC (figure 42).
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Type de

lesion Dénomination Description
Type | Initial Présence de macrophages spumeux
Strie _ N _ .
Type ll Lipidique Accumulation de lipides intracellulaires par les GM
Type llI Intermédiaire | TYpe Il associé a de petites gouttelettes lipidsque

extracellulaires

Type IV Athérome Type Il associé a de multiples gouttelettes lipiis|
extracellulaires

Type V Fibroathérome Chape fibreuse entourant le noyau lipidique (Viaca
présence de calcification (V-b)

Type VI Compliqué Rupture de la chape fibreuse, héemorragie intrayglaq
thrombose.

Tableau 2 : Classification des |ésions athérosai@re selon (Stary et al., 1995)
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Figure 42 : Geneése de la formation de la plaquihéfame (Libby, 2002)
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6.4. La calcification vasculaire

La calcification vasculaire est une complicatiosinente de I'athérosclérose. Elle fait
intervenir des processus complexes de minéralisagjoi interviennent également dans
'ostéogenése. Les mécanismes physiopathologiqeiéss chlcification vasculaire sont encore
aujourd’hui mal connus. Au sein de la zone de fialtion, on retrouve des cellules de type
ostéo-chondrocytaire. L'origine de ces cellulest fahcore débat, certaines hypothéses
reposent sur la trans-différenciation de cellulescalaires lisses vasculaires ou de péricytes
en cellules de type ostéo-chondrocytaire. D’auttegothéses parlent de cellules
ostéoprogénitrices circulantes qui viennent strdil dans les tissus pour former des
calcifications (Johnson et al., 2006). Les calaffiens vasculaires ont été classées en quatre
groupes différents qui comprennent: les calcifice des plagues d’athérome, les
calcifications de la media des arteres de grandogten calibre, les calcifications des valves
cardiaques et les calciphylaxis qui sont des dég@igshosphate de calcium dans le tissu sans
l'intervention de cellules de type ostéo-chondraogt (Vattikuti and Towler, 2004).

6.4.1. Mécanismes impliqués dans la calcification desysacd’athérome

6.4.1.1. Lachondrogenése

La calcification vasculaire fait intervenir des taurs de transcription également
impliqués lors de l'ossification endochondrale etnabranaire comme Sox9 et Cartl. La
chondrogenése est un processus organisé en phisiapes. La premiére étape est la
prolifération et la condensation des cellules mésgmateuses avec la production de
collagéne de type lla. Cette premiére étape farvenir plusieurs facteurs de croissance, tels
gue le TGRS, et les protéines de la famille des Wnts telles @nt-5a, Wnt-3a et Wnt-7a
(Chun et al., 2008). Cette phase fait égalemeatvehir des facteurs de transcription comme
SRY (sex determining region Y)-box 9 (Sox9) et itage homeoprotein 1 (Cartl/Alx1)
(Zhao et al., 1993). Puis dans une deuxieme pHasegcellules mésenchymateuses se
différencient en chondroprogéniteurs et commenaeuroduire du collagene de type IIB, IX,
Xl et de I'aggrécane. Pendant cette derniére étape9 continue a étre exprimeé et d’autres
facteurs de croissance sont produits comme I'lG¥EE-2, BMP-2/4/7/14. La chondrogenése
se termine par la maturation et I'hypertrophie dbeendrocytes (DeLise et al., 2000), qui
s’accompagne a la fin de I'expression de Sox9 eddbut de I'expression des genes de

'ostéogenése comme Indian hedgehog (Ihh), Ruateeéltranscription factor 2 (Runx2) et
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Collagene X. Ce processus est principalement régaité’expression de Sox9 (figure 43).

Une des voies de régulation de Sox9 est la voierdigne des Wnfg-caténine.
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Figure 43: Etapes de la chondrogenése.

6.4.1.2. La voie canonique des Wnt/beta-caténine

La voie WntB-caténine passe par la liaison d’une protéine danhdlle des Wnt sur le
récepteur membranaire Frizzled et sur son co-réoepé low density related protein 5/6
(LRP5/6). La transduction du signal se traduit fetivation de la protéine cytoplasmique
Dishevelled (Dsh) qui inhibe alors la Glycogen sase kinase 3 (GSK-3). L'inhibition de la
GSK-3 conduit a I'accumulation dcaténine dans le cytoplasme. Par la suit@;daténine
est transportée dans le noyau et active les gébles ces protéines Wnts en se fixant sur le
« T cell Factor » et le « lymphoid enhancer factofTCF/LEF) qui sont des facteurs de
transcription (Logan and Nusse, 2004). Cette vage sihnalisation est essentielle a la

différenciation chondrocytaire.

Il existe deux types de proteines secretées capatgeréguler la voie des W/

caténine en bloguant I'interaction des Wnts avac tecepteur frizzled. La premiére classe de
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protéines est composeée de certains membres dmildef®ickkopf (Dkk) qui se fixent a une
des sous-unités intracellulaires du co-réceptewsr 8@t (Kawano and Kypta, 2003). La
deuxiéme classe fait intervenir la famille des sttt Frizzled-related protein (sFRP), Wnt
inhibitory factor-1 (WIF) et Cerberus qui se fixatitectement aux protéines Wnts sécretéees
et les empéchent de se lier a leurs récepteursieAement, 8 membres de la famille des
sFRP ont été identifiés. Mais tous les sSFRP ne pasmicapables de bloquer la voie des Wnts.
Seules sFRP1, sFRP2 et sSFRP3 ont été identifiésneose liant aux Wnts et bloquant leur
activité (Kawano and Kypta, 2003).

Récemment, nous avons identifié le low densitydiptein receptor-related protein 1
(LRP1) comme étant un récepteur impliqgué dansdalagion de I'expression de Wnt5-a, une
protéine de la famille des Wnts (Terrand et alQ90

6.4.2. LRP1 dans 'athérosclérose

LRP1, également connu comme CD91, alpha-2-macratjieb et TGFr-V, a été
découvert par I'équipe du Professeur Joachim Herz1888. LRP1 est un récepteur
membranaire ubiquitaire qui appartient a la famdkés récepteurs LDL (LDLr) (Lillis et al.,
2008) (figure 44). 1l est composé d’'une partie axetlulaire (chaine) de 515 kDa attachée
de facon non covalente a une partie cytoplasmigbeairfep) de 85 kDa (figure44). Sur sa
partie extracellulaire, LRP1 peut fixer une quaaareg de ligands différents tels que des
lipoprotéines, des facteurs de croissance et dasipes de la matrice extracellulaire. En plus
de son réle d’endocytose, LRP1 intervient dansédsfiits processus biologiques comme le
meétabolisme des lipides, la migration cellulairel@protection vasculaire. Il a également été
montré que LRP-1 était impliqué dans le métabolisimecholestérol par la régulation de la

voie Wntfp-caténine, par l'intermédiaire de Wnt-5a (Terrahdlg 2009).

En 2003, LRP1 a été identifié comme jouant un pitdecteur dans 'athérosclérose
au niveau des cellules musculaires lisses vaseslatn effet, les souris déficientes en LRP1
au niveau des cellules musculaires lisses sourais@srégime athérogene développent moins
de plaques d’athérome que les souris contrélesgiiBaet al., 2003). Le mécanisme impliqué
dans ce processus fait intervenir la voie du PDGHBBeffet, en I'absence de LRP1, il a été
observé une sur-activation de la voie du PDGFBR: avee hyper-phosphorylation de ERK %2

(Extracellular Signal-Regulated Kinase %2). Cettéivaton de la voie du PDGFBB se
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manifeste par une prolifération non-controlée delkiles musculaires lisses vasculaires qui

contribue a la croissance de la plaque d’athérome.

@ Ligand binding repeat
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Figure 44 : La famille des récepteurs LDL d’apratli§ et al., 2008)
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De plus le traitement des souris déficientes enl RIPniveau des cellules musculaires lisses
vasculaires avec la rosiglitazone, un agonisteédepteur nucléaire PPAR gamma, réduit la

formation de Iésions atéroscléreuses et de celiglesieuses (Boucher et al., 2007).

6.4.3. PPAR gamma dans l'athérosclérose

Les peroxisome proliferator-activated receptorsAIR®) sont des facteurs de transcription
nucléaires constitués de 3 isoformas f/6, y impliquées dans de nombreuses fonctions
cellulaires comme le métabolisme des lipides, laation des acides gras, le métabolisme du
glucose, I'adipogenése et la différenciation caikd. Chaque isoforme est codée par un géne
différent dans des tissus différents. PP&ABst exprimé dans des tissus ou le catabolisme des
acides gras est important comme le tissu adipeuxoié, le cceur, le rein et les intestins.
PPARB/5 joue un réle important dans la peau, I'intestinplacenta et les muscles cardiaque

et squelettique, le tissu adipeux et le cerveauARBPest présent sous deux isoformes
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PPARy1 et PPAR2. L'isoforme la plus petite PPAR est exprimée principalement dans les
intestins, le cerveau, dans la paroi vasculaira)sdies cellules de l'immunité et de
linflammation alors que PPAR est principalement exprimée dans le tissu adigehli
and Michalik, 2012).

Le mécanisme d’action des PPARs fait interveniRMR (Retinoid X receptor) un autre
récepteur nucléaire qui forme un hétéro-dimere #RABR. Ce dimeére active la transcription
des genes cibles en se liant au niveau des régégusdatrices sur une séquence spécifique

appelée PPRE (PPAR responsive element).

Dans la paroi vasculaire PPARSt exprimé dans tous les types cellulaires impkgdans
I'athérosclérose : les cellules endothélialesptesrophages et les cellules musculaires lisses.
Chez la souris, 'absence de PPA&ans les cellules musculaires lisses vasculainedans
les macrophages entraine respectivement une auainentle la susceptibilité a développer
des plaques d’athérosclérose (Hamblin et al., 20lilde I'hypercholestérolémie (Babaev et
al., 2005). L’'absence de PPARJans les cellules endothéliales cause une dysfonct
endothéliale lorsque les souris sont soumises a&gime riche en cholestérol (Qu et al.,
2012). PPAR gamma est également impliqué dans la difféagan cellulaire. Il est le
principal régulateur de la différenciation adip@igg (Tontonoz and Spiegelman, 2008). Il est
également impliqué dans I'ostéogenése ou il jougd@m inhibiteur. En effet, les cellules
embryonnaires déficientes en PPARgamma ne peuesnsgdifférencier en adipocytes et se
différencient spontanément en ostéoblastes. De [@assouris déficientes en PPAR
(hétérozygote) ont une densité osseuse plus impertpie les souris contréles (Akune et al.,
2004; Cock et al., 2004).
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Objectifs

La calcification des plaques d’athérome est uneptioation fréquente associée a des risques
élevés d'infarctus. Elle est stimulée par des fastele transcription présents également dans
la différenciation ostéo-chondrocytaire comme laifee des Wnts. Récemment nous avons
identifi¢ LRP1 un récepteur transmembranaire congtent un régulateur de la voie
canonique de Wnt5a. Notre hypothese est que, LRRtiraulant la voie des Wnts, et PPAR
gamma en controlant la différenciation cellulajogient un réle pour contrdler la calcification

des plaques d’athérome.

Pour tester cette hypothése nous avons généréaataire des souris déficientes en PRAR

LRP1 et PPAR+LRP1 spécifiguement dans les cellules musculéissss vasculaires.

-Caractérisation phénotypique des souris déficeerde PPAR, LRP1 et PPAR+LRP1

spécifiguement dans les cellules musculaires ligassulaires.

- Identification des mécanismes impliqués danaleification vasculaire.
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absence of PPARY requires expression of the transmembrane receptor LDLr-related protein-
1 in vascular smooth muscle cells. LDLr-related protein-1 promotes a previously unknewn
Whnit5a-dependent prochondrogenic pathway. We show that PPARy protects against vascular
calcification by inducing the expression of secreted frizzled-related protein-2, which functions
as a Whntbha antagonist. Targeting this signalling pathway may have clinical implications in the
context of common complications of atherosclerosis, including coronary artery calcification
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Figure 1| Vascular calcification in mice lacking PPARy in VSMCs and fed a cholesterol-rich diet. (a) Opened and Sudan |V-stained zortas

from smPPARy— male mice and controls (smPPARy+). Arrowheads show lipid-laden (Sudan-positive) atherosclerotic lesions. Scale bar, 0.5cm.
{b) PPARy western blotting in aortas. (€) Atherosclerotic lesion size in aortas from smPPARy— male (n=3) and control (n=4) mice. Error bars, s.d.
*P=0.05. {d) Staining of the lesions in aortas. Arrows show calcified lesions and arrowheads show chondrocyte-like cells. Scale bar, VI, 100 um
(top), 50 um (bottom); Hematoxylin and gosin (H&E), 50 um (top), 20 um, (bottom); Orcein (Or), Mac2, and CD68, 20 um. (e) Staining of the
lesions in iliac arteries. Scale bar, 50 um. (f) Calcium deposits accumulation in aortas from smPPARy~ (n=6) and contrel (n=7) mice. Error bars,

s.e.m. ‘P<0,05.

gene. We also found a putative PPARy response element (PPRE)>728
located between nucleotides —897 and - 884 of the sFRP2 pro-
moter (Supplementary Fig. §3a). Chromatin immunoprecipitation
experiments showed that PPARy binds to the sFRP2 promoter

region encompassing this PPRE in MEFs treated with an adipogenic
cocktail containing rosiglitazone to induce PPARY expression and
activity (Fig. 4b). These data demonstrate that PPARY controls
expression of the Wnt antagonist sFRP2 at the transcriptional level.
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Figure 2 | Expression of functional markers in aortas from smPPAR~ = mice. (a) RT-PCR analysis and (b) in situ hybridization of the indicated genes
in aortas from smPPARy— (n=5) and contral mice (n=5) fed an atherogenic diet. Scale bar, 50 wm. (e) Alizarin red (left panels of each genotype) and
alcian blue (right panels of each genotype) staining of VSMCs isolated from smPPARY— and cantrol mice aortas and treated (T15) or not (TO) with

a chondrogenic cocktail for 15 days. (d) RT-PCR analysis of the indicated genes of VSMCs isolated from smPPARy mice aortas treated 15 days for
chondrogenesis (each genotype n=5). (e) RT-PCR analysis of VSMC-selactive markers in aortas from smPPARy— mice (n=5) and controls (n=5).

Errar bars, s.d. *P<0.05; **P<0.01.

To test whether sFRP2 can inhibit the chondrogenic program in
VSMCs, we treated wild-type human VSMCs (HUVSMCs) for 24h
with recombinant sFRP2 or with the PPARy agonist rosiglitazone.
Both treatments decreased Cartl mRNA levels (Fig. 4c). Treat-
ment for 15 days of PPARy-/- VSMGCs isolated from aortas
of smPPARy- mice with a chondrogenic cocktail containing
recombinant sFRP2 greatly decreased Sox9 and Cartl mRNA
levels (Fig. 4d.e) and inhibited mineralization (Fig. 4f). However,
treatment of these cells for 15 days with 10pM rosiglitazone did
not inhibit chondrogenesis (Fig. 4g). Similarly, treatment of
smPPARy- mice with rosiglitazone for 2 months did not reduce
vascular calcification (Fig. 4h, Supplementary Fig. S2ef). Thus,
PPARy by positively controlling sFRP2 expression inhibits
chondrogenesis in VSMCs.

To test whether sFRP2 is a Wnt5a antagonist, an expression
vector encoding a Wnt5a-myc tagged protein was transfected into
Human Embryonic Kidney HEK 293 cells that express high sFRP2
levels. Immunoprecipitation of the Wnt5a-myc protein from the
extracellular medium using anti-myc antibodies revealed a physical
interaction between sFRP2 and Wnt5a (Fig. 4i). Moreover, recom-
binant sFRP2 strongly antagonized Wnt5a-induced activation of the
Cartl promoter in LRP1 —/— MEFs (Fig. 4j). Taken together, these
data strongly suggest that PPARy prevents vascular calcification by
stimulating the expression of sFRP2, an antagonist of the Wnt5a
prochondrogenic pathway.

LRP1 in VSMCs is required for vascular calcification. We pre-
viously reported that LDLr—/- mice lacking LRP1L in VSMCGCs
(smLRP1-) develop atherosclerotic lesions'® with accumulation of
foam cells in their vascular wall®®. Interestingly, no vascular calci-
fication was described in these mice, suggesting that LRP1 might

4 NA

be required for vascular calcification. To test this, we measured the
expression of chondrogenic markers in aortas from smLRP1 - mice
and found that Sox9 and Cart1 (Fig. 5a), as well as ALP mRNA levels
(Supplementary Fig. §3b) were unchanged compared with controls.
Atherosclerotic lesions in smLRP1- mice consisted mainly of
macrophage Mac-2-positive and CD68-positive foam cell accumula-
tion, and Von Kossa staining confirmed the absence of calcification
(Fig. 5a). We also found low mRNA levels of Wnt5a in aortas from
smLRP1 ~ mice (Fig. 5b), whereas sFRP2 mRNA levels remained
unchanged compared with controls (Supplementary Fig. S3c).
Moreover, in vitro, primary cultured LRP1 -/~ VSMCs, as well as
skin fibroblasts, were resistant to differentiation when treated with
a chondrogenic cocktail for 15 days (Fig. 5¢ and Supplementary
Fig. S3d). mRNA levels of Cartl and Sox9 were much less induced
than in LRP1+/+ cells (Fig. 5d; Supplementary Fig, S3e).

To further demonstrate that LRP1 is required for vascular
calcification, we generated LDLr -/~ mutant mice in which both
PPARy and LRP1 were selectively ablated in VSMCs (smPPARy—/
smLRP1 - ) and fed them an atherogenic diet for 20 weeks. In these
mice, the area covered by atheromas (Fig. 6a), as well as the accu-
mulation of macrophage Mac-2-paositive and CD68-positive foam
cells (Fig. 6b), were similar to that of smLRPI — mice. No accumu-
lation of chondrocytes or calcium deposits was seen in the aortas
of these mice (Fig. 6b,c). mRNA levels of Sox9, Cartl (Fig. 6b),
ALP (Supplementary Fig. S3f), as well as Wnt5a (Fig. 6e) remained
unchanged, whereas sFRPZ mRNA levels were reduced (Fig. 6d).
When treated with a chondrogenic cocktail for 15 days VSMCs
isolated from aortas of smLRP1—/smPPARy— mice were resisl-
ant to differentiation (Supplementary Fig. S3g). mRNA levels of
Cartl and Sox9 remained unchanged in these cells (Supplementary
Fig. $3h). Thus, LRP1 in VSMCs is required for vascular calcification
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Figure 3 | Wnt5a expression correlates with calcification in mice and human arteries. (a) Wnt5a mRNA levels in aortas from smPPARy— (n=5) and
control mice (n=5) fed an atherogenic diet. (b} Immunohistochemistry and Yon Kossa staining, and () RT-PCR analysis of Wnit5a in atheroscleratic
lesions from human internal mammary (Cirl, n=3), and human carotid arteries with (atherosclerotic plaques) and without (fatty streaks) calcified lesions
(n=4). Arrowheads show Wnt5a labeling (in red) and calcified lesions. Scale bar, 50 um, (d) Luciferase reporter activity in LRP1-/~ MEFs transiently
transfected with luciferase reporter containing the Sox@ or the Cart] promoter, and treated with 100 ng mI™" purified recombinant Wnt5a, mock fraction
(without Wnt5a) or BMP2 as positive control {100 ng mi~") (n=4). Errar bars, s.d. *P<0.05.

by promoting a prochondrogenic Wnt5a signalling, which is
antagonized by the PPARY target gene, sFRP2 (Fig. 7).

Discussion

The mechanisms underlying vascular calcification have been dif-
ficult to study because of the lack of a? ropriate animal models.
Previous studies suggested that PPARy**3! is involved in ectopic
calcification, but the underlying molecular mechanism was unclear.
In the present study, we identified a functional interaction between
PPARyand LRP1 in VSMCs of mice that leads to calcified lesions of
arteries resembling those seen in humans. We show that mice fed a
high-cholesterol diet develop enhanced vascular calcification when
PPARyis selectively deleted in VSMCs (Fig. 1e,f). Proteins inducing
osteoblastic and chondrocytic differentiation, such as Sox9, ALP,
Cartl and osteocalcin, were upregulated in calcified atherosclerotic
lesions of smPPARY-deficient vessels.

We have shown that the levels of the Wnt inhibitor sFRP2 are
strongly reduced in vessels of smPPARy— mice, allowing activa-
tion of Wnt5a signalling, which promotes calcification of mice. In
addition, we show that Wnt5a levels are overexpressed in human
atherosclerotic lesions undergoing calcification. We also provide
evidence that PPARy binds to the sFRP2 promoter and stimulates
sFRP2 expression. Recent experiments have shown that sFRP2
inhibits both osteogenic and chondrogenic lineage commitment
of mesenchymal stem cells*2, and that its overexpression decreases
calcification within infarcted myocardium®2. Here we show that
sFRP2 inhibits chondrogenesis of PPARY~/— VSMCs. In wild-type

NATURE COMMUMICAT

VSMCs, a treatment with the PPARY ligand rosiglitazone or with
recombinant sFRP2 decreases the expression of chondrogenic
markers, Conversely, sFRP2 inhibits chondrogenesis of PPARY-
deficient VSMCs and rosiglitazone does not inhibit chondrogenesis
in PPARy—=/- VSMCs, as well as in smPPARY~ mice. Thus, by
inducing the expression of sFPR2, PPARY protects against vascular
calcification. sFRP2 is a secreted protein that has been described to
antagonize Wntl and Wnt9a?®. Here we show that it also interacts
with Wnt5a®19, a regulator of chondrogenesis. SFRP2 is expressed
in proliferating and prehypertrophic chondrocytes®. Its ablation
in mice leads to abnormal skeletogenesis, whereas overexpres-
sion is associated with a delay in chondrocyte maturation®%. The
mechanism by which Wnt5a regulates the chondrogenic program
was unknown. In the present study, we have shown that Wnt5a
induces the expression of two regulators of chondrogenesis, Sox9
and Cartl, and this is associated with ectopic chondrogenesis in
the vessel wall. Moreover, we have demonstrated that mice selec-
tively lacking LRP1 or both LRP1 and PPARy in VSMCs and fed an
athefogenic diet, exhibit low levels of Wnt5a in the aorta, and are
protected against vascular calcifications. Taken together, these data
demonstrate that the expression of LRP1 in VSMCs is required for
vascular calcification to occur, and that PPARy by counteracting the
LRP1/Wnt5a pro-chondrogenic pathway protects against vascular
calcification.

PPARy is known to act as a transcriptional sensor that trans-
lates stimuli from the local environment into adaptive metabolic
responses. For instance, PPARY is essential for adipogenesis, which
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is induced by lipogenic stimuli*3, but it is also a key repressor of
osteoblastogenesis*®37. In vitro data suggest that PPARY activation
stimulates adipocyte differentiation of mesenchymal stromal pre-
cursor cells at the expense of osteoblastogenesis. A similar switch
may occur in vivo in VSMCs, where in the absence of PPARY,
VSMCs undergo a phenotypic change towards the chondrocylic
lineage®®. This process is affected by the composition of the diet,
as it occurs only in mice fed an atherogenic high-cholesterol diet.
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The notion that VSMCs can undergo phenotypic changes has been
previously reported®. Indeed, VSMCs can give rise to chondro-
cytes*® and have important roles in the initiation and progression
of vascular calcification®*!, Moreover, it has previously been sug-
gested that arterial calcification is associated with a decrease in
smooth muscle lineage markers, and an increase in chondrogenic
markers'2. Here, we report a decrease in the mRNA levels of the
VSMCs markers MHC and sm-Actin in aortas from smPPARy-
mice, indicating that cells have partly lost their characteristic
contractile phenotype™3, an event that may facilitate their differenti-
ation toward the chondrocytic lineage. Alternatively, albeit unlikely,
chondrocyte-like cells that accumulate in the media of blood vessels
from smPPARy— mice originate from monocyte-macrophages that
have lost Mac-2 and CD68 expression.

In summary, our data show that LRP1 and PPARy are important
determinants for chondrocyte differentiation in the vascular wall
and for vascular calcification induced during atherosclerosis. By
positively regulating a canonical Wnit5a signalling pathway, LRP1 is
a pro-chondrogenic factor in the vascular wall. PPARy, in contrast,
by enhancing the expression of the Wnt5a inhibitor sFRP2, counter-
acts the LRP1-mediated chondrogenic program (Fig. 7), and acts as
an inhibitor of vascular calcification. Our findings may have impor-
tant clinical implications, as they indicate that selective PPARYy
agonists such as thiazolidinediones might have therapeutic value
for the treatment and prevention of artery calcifications.

Methods

Animals. The generation of LDLR knockout, LRP19/#X §622Cre and
PPARYIVIOE gpimals has been reported earlier!>1%. Mice in which LRP1

was ablated in VSMC are referred to as smLRP1 — (SM22Cre + ; LRP | flox/flox
LDLr -/ - ), and their littermate controls are referred to ds smLRP1 +
(LRP1flextloxy Bl p— f— ). Mice in which PPARY was ablated in VSMC are
referred to as smPPARy~ (SM22Cre + ; PPARY! axlllox | Dy — /), and their
littermate controls are referred to-as smPPARy+ (PPARYIO¥ e DLy~ /).
Animals were maintained on a 12-h light/12-h dark cycle. As most of the
smLRP1 — mice and the smLRP1/smPPARY double mutants died when fed a
Paigen diet for more than £1 (ref. 13) or 20 weeks, resptctivel}'. mice were fed a
standard laboratory chow (UAR, Villemoison sur Orge, France) or a Paigen diet
for a maximum of 11 weeks for the smLRP1, and 20 weeks {or the smPPARY
mice and the smLRP I/smPPARy double mutants. All animals used in the experi-
ments were age- and sex-matched and littermates. Experiments were conducted
according to procedures approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee at University of Strasbourg, France. For histological analysis,

Figure 4 | sFRP2 inhibits chondroid metaplasia in aortas and VSMCs.
(a) sFRP2 mRNA levels in aortas from smPPARYy— (n=35) and control mice
(n=5) fed an atherogenic diet, (b) ChlIP analysis of PPARY binding to the
sFRP2 promoter region containing (—910/ - 860) or not (- 170/ -102)
PPREs (n=3). (c) mRNA levels of Cartl in wild-type human VSMCs treated
far 24 h with a chondrogenic cocktail containing 1-10uM rosiglitazane,

or recombinant sFRP2 (300 ngml ™). (d) Sox9 and (e) Cart] mRNA
levels in VSMCs from aortas of smPPARy— mice treated for 15 days with
a chondrogenic cacktail containing or not (UT) sFRPZ (300 ngmi™ ).

(F) Alizarin red staining of VSMCs isolated from PPARy—/— aortas and
treated for chondrogenesis +/— recombinant sFRP2 during 15 days.

(g) Alizarin red staining of VSMCs isolated from aortas of smPPARy-
mice and treated for 15 days with a chondrogenic cocktail containing
(T15) or not (TO) 1uM rosiglitazone. (h) Histological analysis and
Hematoxylin and eosin (H&E) staining of aortas from smPPARy~ and
control mice fed an atherogenic diet + rosiglitazone, Scale bar, 20 um.

(i) Co-immunoprecipitation between Wnit5a and endogenous sFRP2 in
HEK 293 cells transiently transfected with a Wnt5a-myc construct.

NI, non-immune. |B, immuncblot; IP, immunoprecipitation. (j) Luciferase
reporter activity in LRP1-/— MEFs transiently transfected with luciferase
reporter containing the Cart] promoter, and treated with 100ngm| ~!
purified recombinant Wnt5a (rWnt5a), recombinant sFRP2 (300ngml~ ")
or LiCl as positive control (50 mM) (n=3). Error bars, s.d. *P<0.05.
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Figure 5 | LRP1 is required for chondroid metaplasia in aortas. (a) Histological analysis and Hematoxylin and eosin (H&E) staining, Von Kossa staining,
immunostaining with Mac-2 and CD68 antibodies, and in situ hybridization with Sox9 and Cartl antisense probes in opened aortas from smLRP1- mice
fed a cholesterol-rich diet. Scale bar, 50 um. (b) Wnt5a mRNA levels in aortas from smLRP1- (n=5) and control mice (n=5). (€) Alizarin red (left panels
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and treated with a chondrogenic cocktail for 15 days (n=4), Error bars, s.d. "P<0.05; " F<0.01.

mice were transcardially perfused with a 4% paraformaldehyde solution in
phosphate-buffered saline. Entire aortas were dissected, opened and stained
with Sudan 1V to reveal lipid-filled atherosclerotic lesions™. Hematoxylin/Eosin
and Von Kossa staining were performed according to standard methods, For
calcium measurement, aortic samples were weighted, dried at 105°C, and
mineralized in concentrated HNO3. The solution was filtered (0.45 pim) and

the volume adjusted to 20 ml with Ha O Selution was analysed by inductively
coupled Plasma Optical Emission Spectrometers at 396.8 nm. For rosiglitazone
treatments, rosiglitazone maleate was mixed into the paigen diet at 253 mgkg i
per day for 2 months.

Human samples. Human carotid endarterectomy samples containing calcified
atherosclerotic lesions were obtained from the Vascular Surgery Department
{Groupe Hospitalier Pitié-Salpetriére, Paris). Fragments of lett internal mammary
arteries, remaining after coronary artery bypass graft surgery, were obtained from
the Cardiovascular Department (Centre Hospitalier Intercommunal, Créteil). An
informed consent from all patients was obtained. For Von Kossa staining, sections
were de-paraffinized and hydrated to water. Sections were incubated with 1% silver
nitrate solution in the darkness for 30 min. After rinsing with distilled water,
un-reacted silver was removed with 5% sodium thiosulfate for Smin. Slides

were then counterstained with nuclear fast red for 5 min.

In situ hybridization. Mouse aortas were embedded in OCT (Tissue-Tek;
Miles) and frozen in dry ice. Sections (10 pm) were thaw mounted onto slides
(Superfrost plus, Menzel-Glaser) and stored at — 80°C, Complementary

DNA (¢DNA) fragments for mouse Sox%, Cartl and VEGEFr were subcloned

to synthesize antisense probes. Digoxigenin-11-UTP RNA sense and antisense
riboprobes were transcribed in the presence of UTP-11-Digoxigenin by T7

and T3 BNA polymerases. After probe hybridization, slides were coated with
anti-digoxigenin antibody conjugated with Alkaline phosphatase and stained in
NTMT (NaCl 100 mM, Tris 100mM pH 9.5, MgCl,/6H,0 50 mM, Tween-20
0.1Y%), NBT (nitroblue tetrazolium )/BCIP (5-broma-4-chlora-3-indaolyl-phosphate)
butfer.
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Cell culture and immunoprecipitation experiments, Cells were seeded in

100 mm dishes and grown to 80% confluence in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM] (Invitrogen, CA) supplemented with 10% (viv) new-born

calf serum. Adipocyte differentiation was induced as described'?. For primary
cultured VSMCs and skin fibroblasts, thoracic aortas and skin from 8-week-old
male smLRP1L -, smPPARy~, smLRP1 - /smPPARy~ and controls mice were dis-
sected free from connective tissue. After 15min at 37 °C in DMEM supplemented
with NSC 10% and collagenase (.19, the aortas were opened longitudinally and
the intima scraped on luminal surface. Tissue samples were minced into small
pieces and placed into a T25 flask with high-glucose (4.5g1 1) DMEM containing
15% fetal bovine serum, 100 Uml ™! penicillin, 100 mgml ! streptomycin, 20mM
L-glutamine. Both explants and cells were cultured at 37 °C in 5% carbon dioxide
{CO3). Cells were detached by incubation with 0.25% trypsin-EDTA selution.
Passages 4-7 were used in this study. Chondrogenic differentiation was induced
with TGFP (10ngml~ Iy for 15 days in 10% FCS/DMEM. Immunoprecipitation
experiments were done as described prcviou.lil:;'] 3 Briefly, cells were washed with
ice-cold PBS and lysed for 20 min on ice in lysis buffer supplemented with protease
inhibitors. The lysates were precleared, then incubated overnight at 4°C with the
indicated antibody and protein A-Sepharose CL-4B beads. Immunoprecipitates
were washed twice with lysis buffer and lysis buffer containing 2M NaCl, and twice
in 10mM Tris, pH 8, 50mM NaCl. Proteins were eluted from beads with SDS§
sample buffer, separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, transferred
to nitrocellulose membrane and blotted with the indicated antibody,

Recombinant proteins. Purification of the murine recombinant Wnt5a was
described earlier**. Cells were infected with 100ngml~! purified recombinant
Wnt5a. Infected cell supernatant was cleared by centrifugation at 4°C, aliquoted
and stored at - 20°C until use. The Myc-tagged Wni5a construct 12 was clone
into the pcDNA 3.1 Zeo (Invitrogen).

Gene expression analysis. RNA was isolated using TRIzol reagent (Sigma,
St Louis) according to the manufacturers instructions. A total of 50 ng of RNA
was converted to cDNA using the high-capacity cDNA Archive kit (Applied

© 2012 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved.
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Figure 7 | A schematic diagram of LRP1-dependent vascular calcification.
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if LRP1 is expressed in VSMCs. LRP1 positively regulates a Wnt5a
signalling pathway that activates chondrogenic-specific genes in the
vascular wall. PPARy and its target sFRP2 protect against vascular
calcification by inhibiting the pro-chondrogenic Wnit5 pathway.
Conversely, in the absence of LRP1, Wntha signaling is inhibited,
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Figure 6 | smLRP1- /smPPAR~ - mice are protected against vascular calcification. (a) En-face analysis of Sudan |V-stained aortas from smPPARy—/
smLRP1- mice that have been fed a cholesterol-rich diet for 20 weeks. (b) Hematoxylin and eosin (H&E), Vion Kossa staining, immunostaining with Mac-2
and CD68 antibodies and in situ hybridization with Sox9 and Cartl antisense probes in opened aortas from smLRP1 - /smPPARy— mice fed a cholesteral-
rich diet. Scale bars, 50 pum. (¢} Calcium deposits accumulation in aortas from smPPARy— /mLRP1- (n=5) and control (n=4) mice. (d) sFRP2 and

(e) Wnt5a mRNA levels in aortas from smLRP1- /smPPARYy— (n=5) and control mice (n=5). Error bars, s.d. *P<0.05.

Biosystems, Foster City, CA). PCR amplification was performed using
SYBRGreen PCR master mix { Applied Biosystems) according to the
manufacturer’s instructions. Primers sequences are:

ALP: forward (for,}) 5-CCTGAAACTCCCAAAAGCTC-3', reverse (rev.)
STCTGGTGGCATCTCGTTATC-3"; Fra2: for. 5-GAGTGATCAAGACCA
TCGGTACC-3, rev. 5-AGACAGCTGCTCATCTCTCCTTC-3; Coll0al:
for, 5-CTTTGTGTGCCTTTCAATCG-3, rev. 5-GTGAGGTACAGCCTACC
AGTTTT-3" Osteocalcin: for, 5"-CTCTGTCTCTCTGACCTCACAG-3, rev.
F-GGAGCTGCTGTGACATCCATAC-3'; Runx2: for. 5-GAGGGCACAAG
TTCTATCTGGA-3', rev. 5-GGTGGTCCGCGATGATCTTC-3; Col2a: for.
5-ACACTGGGAATGTCCTCTGC-3, rev. 5-ACCTGCCAGACCATCTTGAC-35
Sox9: for, 5-AGCAAGAACAAGCCACACGTC-3, rev. 5-TCGTTCAGCA
GCCTCCAGA-3% Cartl: for. 5-CAATGGATAACTGCAACAATCTCAG-3, rev,
S-CTGGATACATTGCTGTCACATTTG-3" SMMHC: for. 5'-CACCTGG
AGAGGATGAAGAAGAA-3, rev. 5-AAGACTTGACTTTCACTTGGAGT
TTATC-3"; SmActin: for, 5-ATCGTCCACCGCCAANATGC-3, rev. 5-AAGG
AACTGGAGGCGCTG-3"; Wntba: for. 5-GCAGACCGAACGUTGTCAT-3,
rev. 5-CCTTCACCTGGATACCACCCA-3"; Sfrp2: for. 5-ACGACAACGAC
ATCATGGAA-Y, rev. 5-ACGCCGTTCAGCTTGTAAAT-3; Sfrpl: for,
SLGCCACAACGTGGGCTACAA-Y, rev. 3-ACCTCTGCCATGGTCTCGT-3
GAPDH: for. 5-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3, rev. 5-CCTGCTTCAC
CACCTTCTTGAT-3.

Reporter gene assay. The Sox9 (- 2kb)* and the Cartl promoter (Supplemen-
tary Fig. 52b) linked to a luciferase reporter were transiently transfected in HEK

8 NATURE COMML

293 cells or MEFs using a calcium phosphate standard method. At 48h after

the transfection, cells were collected and reporter gene assays were carried out
using the Luciferase assay system (Promega). Transfection efficiency was
normalized by measuring expression of J-galactosidase activity and background
activity was subtracted. Mock is the luciferase activity in the absence of
exogenous Wnt5a.

Antibodies and immunobletting. SDS-paolyacrylamide gel electrophoresis and
immunoblot analysis were performed according to standard procedures, Proteins
were transterred onto nitrocellulose membranes and immunaeblot analyses were
carried oul using antibodies directed against [§-catenin (1/1,000), sFRP2 (1/1,000),
LRP1 (1/1,000), c-Myc (1/500) (R&D systems, Minneapolis, MN), or GAPDH
(1/10,000) (Sigmal.

Chromatin immunoprecipitation. ChlPs were performed on MEF cells for three
or more biological replicates as described*®, Neon-specific controls were performed
with samples incubated with sepharose beads in the presence of non-immune
antibodies. Primer sequences were designed to amplify the specific 3-897-
GAGGTCAAATTTCTCCTC-881-3 promoter region of sERP2. Results are
expréssed relative to the amount of input DNA per ChIP.

Statistical analysis. Values are reported as mean *s.d. of at least triplicate
determinations. For i vive analysis, 3-6 male and female mice were used for
each genotype. Statistical significance (P <0.05) was determined by unpaired
Student’s f-test (Statview, Abacus Concepts, Berkeley, CA).
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Figure S1. (a) Opened and Sudan IV-stained aortas from smRPA8mnale mice and
controls (smPPARF). Arrowheads show lipid-laden (Sudan positivéjeapsclerotic lesions.
Scale bar, 0,5 cmbj Atherosclerotic lesion size in aortas from femstePPAR- (n=4) and
controls (n=5) mice.d) Histological analysis of calcified atherosclecotésions in aortas
from male and female smPPARmice. @) Von Kossa staining of chondrocyte-like cells in
aortas from control mice (smPPAR. (€) RT-PCR analysis of the indicated genes in aortas
from male (n=3) and female (h=3) smPPARNd control mice (n=6) fed an atherogenic diet.
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Figure S2
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Figure S2: (a) Alizarin red and alcian blue staining of primacultured PPAR-/- and
controls skin fibroblast treated with a chondrogecdcktail for 15 days.b) Microscopical
analysis of primary cultured vSMCs PPAR and controls treated with a chondrogenic

cocktail for 15 days and stained with alcian bligg . The Sox9 (-2 kb) and theCartl promoter
is linked to a luciferase reported)(sFRP1 mRNA levels in aortas from smPRARNd

control mice. €) Fra2 andf() Osteocalcin mRNA levels in aortas from smPPA&nd control
mice fed an atherogenic diet and treated with itasigne for 2months.
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Figure S3
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Figure S3: (a) Identification of PPREs in the sFRP2 promotb). Alkaline phosphatase and
(c) sFRP2 mRNA levels in aortas from smLRP1-, andtrmdmmice fed an atherogenic diet.
(d) Alizarin red and alcian blue staining, angd Sox9 mRNA levels in primary cultured
LRP1-/- and control (LRP1+/+) skin fibroblast tredtwith a chondrogenic cocktail for 15
days. {) Alkaline phosphatase mRNA levels in aortas framLRP1-/smPPAR-, and control
mice fed an atherogenic dieg) (Alizarin red staining of cultured vSMCs isolatedm aortas
of smLRP1-/smPPAR and control mice, and treated with a chondrogewicktail for 15
days. fi) Sox9 and Cartl mRNA levels in cultured vSMCsasedl from aortas of smLRP1-
/smPPAR- and control mice, and treated with a chondrogeaizktail for 15 days.
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7. Discussions et Perspectives

Dans cette étude sur la calcification des plaguesh&@ome nous avons identifié une
interaction fonctionnelle entre LRP1 et PPAR ganuaas les cellules musculaires lisses
vasculaires. Nous avons montré que les sourisieéfes en PPAR gamma spécifiquement
dans les cellules musculaires lisses (SmMPPAR-) s&gime athérogéne développent plus de
calcification vasculaire que les souris controlgs. sein de la plaque d’athérosclérose des
souris SmMPPAR, on retrouve les genes impliqués dangrogramme de différenciation

chondrocytaire et ostocytaire tels que Sox9, CatP, et Ostéocalcine.

Nous avons montré que le niveau d’expression deP2FRn des inhibiteurs de la voie des
Whnts, est fortement réduit dans les aortes desiss@mPPAR-. Cette levée d’inhibition
entraine l'activation de la voie de signalisatioa Wnt5a qui entraine la calcification
vasculaire. Nous avons également montré que PPARgapouvait se fixer directement sur
le promoteur du géne sFRP2 et induire son expmesBies études récentes ont montré que
sFRP2 est capable d’inhiber la différenciation aronytaire et ostéocytaire des cellules
souches mésenchymateuses (Alfaro et al., 2010)s Means montré que sFRP2 inhibe la
chondrogenése dans les cellules musculaires hssesilaires déficientes en PPAR gamma.
De plus l'expression des marqueurs de la chondésgendiminue dans les cellules
musculaires lisses vasculaires soumises a un d¢baeadifférenciation chondrocytaire
traitées avec des agonistes PPARgamma comme Iglitamne ou avec du SFRP2
recombinant. De la méme maniére, sFRP2 inhibe landiogenese dans les cellules
musculaires lisses vasculaires déficientes en PBAR® et chez les souris SmMPPAR-.
PPARgamma protége de la calcification vasculaireirgtuisant I'expression de sFRP2.
sFRP2 a été identifié comme inhibiteur de la vae Wnts en antagonisant Wntl et Wnt9a.
Dans cette étude, nous avons montré que sFRPZa@paible également d’antagoniser Wntb5a.
Nous avons également montré que Wnt5a pouvait iediexpression de deux genes

essentiels a la différenciation chondrocytairex®%et Cartl.

Les souris qui n’expriment plus LRP1 ou LRP1 et RBAmma soumises a un régime
athérogene ne développent pas de calcification iaean de la plague d’athérome. Ces

résultats suggerent que LRP1 est nécessaire dclficadion des plaques d’athérome et que
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PPARgamma joue un role protecteur en empéchant di@ e signalisation pro-
chondrogénique LRP1/Wntba.

La transdifférenciation des cellules musculairessds vasculaires a déja été observée
(lyemere et al., 2006Pe plus, les cellules musculaires lisses vas@adaont capables de se
différencier en chondrocytes et jouent un rble démstiation et la progression des
calcifications vasculaires (Shanahan et al., 1%%er et al., 2009). Ce changement de
phénotype s’accompagne d’une perte des marqueéceigpes de cellules musculaires lisses
comme MHC (Myosine heavy chain) et Sm-actin (Steital., 2001). Nous avons montré que
dans les aortes des souris SmMPPAR- les cellulesutaires lisses vasculaires perdent
I'expression de certains marqueurs comme MHC etaStin-ce qui indique que les cellules
perdent leur phénotype contractile ce qui pouradiliter leur différenciation en cellules
osteo-chondrocytaires. Les cellules de type oshemdrocytaire pourrait également avoir une
origine monocyte-macrophagique étant donné quedass SmPPAR- perdent I'expression
de certains marqueurs des monocyte-macrophageseaurde la plaque d’athérome tels que
Mac-2 et CD68.

Nous avons montré que LRP1 et PPARgamma sont d#eufa déterminant dans la
différenciation chondrocytaire dans la paroi vaaral et dans la calcification des plaques
d’athérome. En activant la voie canonique de WnitRR1 joue un réle pro-chondrogénique
alors que PPAR gamma par l'intermédiaire de sFRRDEé cette voie de signalisation pour
empécher la calcification vasculaire. Ce travgieamis de mettre en évidence une nouvelle
voie de signalisation qui pourrait avoir un impathique majeur. En effet, les agonistes
sélectifs de PPARcomme les thiazolidinediones pourraient étre sitilans la prévention et

ou le traitement des calcifications vasculaires.
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The low density lipoprotein receptor-related protein (LRP1)
is a transmembrane receptor that integrates multiple signaling
pathways. Its cytoplasmic domain serves as docking sites for sev-
eral adaptor proteins such as the Src homology 2/a-collagen
(ShcA), which also binds to several tyrosine kinase receptors
such as the insulin-like growth factor 1 (IGF-1) receptor. How-
ever, the physiological significance of the physical interaction
between LRP1 and ShcA, and whether this interaction modifies
tyrosine kinase receptor signaling, are still unknown. Here we
report that LRP1 forms a complex with the IGF-1 receptor, and
that LRP1 is required for ShcA to become sensitive to IGF-1
stimulation. Upon IGF-1 treatment, ShcA is tyrosine phosphor-
ylated and translocates to the plasma membrane only in the
presence of LRP1. This leads to the recruitment of the growth
factor receptor-bound protein 2 (Grb2) to ShcA, and activation
of the Ras/MAP kinase pathway. Conversely, in the absence of
ShcA, IGF-1 signaling bifurcates toward the Akt/mammalian
target of rapamycin pathway and accelerates adipocyte differen-
tiation when cells are stimulated for adipogenesis. These results
establish the LRP1-ShcA complex as an essential component in
the IGF-1-regulated pathway for MAP kinase and Akt/mamma-
lian target of rapamycin activation, and may help to understand
the IGF-1 signaling shift from clonal expansion to growth-ar-
rested cells and differentiation during adipogenesis.

The insulin-like growth factor 1 (IGF-1)” biological actions
are mediated by the IGF-1 receptor, a member of the tyrosine
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kinase family of growth factor receptors, composed of two
extracellular a-subunits and two membrane-spanning B-sub-
units, encoding an intracellular tyrosine kinase (1). Upon IGF-1
binding, the activated IGF-1 receptor is generally thought to
proceed through phosphorylation of specific cytosolic sub-
strates, such as the adaptor proteins Src homology 2/a-collagen
(Shc). The IGEF-1 signal is then transmitted to two downstream
pathways: ERK of the MAPK family and phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K), which potentially leads to two distinct events:
cell proliferation or cell differentiation (1). How IGF-1 signaling
bifurcates at some point from proliferation to differentiation is
not known. IGF-I is a critical regulator of adipose tissue mass
through its regulation of adipogenesis (2). During adipogenesis,
dividing preadipocytes shift to growth-arrested cells allowing
full differentiation of adipocytes. IGF-1 mediates both prolifer-
ation and differentiation of preadipocytes in vivo (3) and in
vitro, including 3T3-L1 cells (2) and primary cultures of mouse
(4) and human cells (5). IGF-1 stimulation of mitogen-activated
protein kinase (MAPK) activity is lost as preadipocytes differ-
entiate, and this is paralleled by a loss in Shc tyrosine phosphor-
ylation. Inhibition of Shc tyrosine phosphorylation inhibits
DNA synthesis and increases expression of the master regula-
tor of adipogenesis, the nuclear receptor peroxisome prolifera-
tor-activated receptor y (PPARvy) and its target gene aP2 (6, 7).

The Shc protein family of molecular adaptors is composed of
four Shc gene products, the ubiquitous SkhcA, and SheB, SheC,
and ShcD, which are predominantly expressed in neuronal
cells. ShcA knock-out mice are embryonic lethal. ShcA is
expressed as three isoforms of 46, 52, and 66 kDa (8). These
isoforms are composed of two distinct domains that bind phos-
photyrosine-containing sequences, an amino-terminal phos-
photyrosine binding domain and a carboxyl-terminal Src
homology 2 (SH2) domain, and of a central collagen homology
region that harbors tyrosine phosphorylation sites (8, 9). The
66-kDa isoform contains an additional amino-terminal domain
(collagen homology region 2) including a serine phosphoryla-
tion site (10, 11). ShcA binds multiple membrane receptors. For
instance, through its phosphotyrosine binding domain, ShcA
binds to the phosphorylated IGF-1 receptor (12, 13), whereas
the SH2 domain of ShcA allows ShcA binding to the PDGF
receptor (14).

The tyrosine-phosphorylated low-density lipoprotein recep-
tor related protein 1 (LRP1) also associates with ShcA in a tyro-
sine phosphorylation-dependent manner through the ShcA
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LRP1 Controls IGF-1 Signaling Pathway

phosphotyrosine binding domain (15). This phosphorylation
occurs on a tyrosine residue located within the second NPXY
motif in the cytoplasmic domain of LRP1 (16), which then pro-
vides a docking site for adaptor proteins such as ShcA. How-
ever, the physiological significance of this association is
unknown. LRP1 is a member of the low density lipoprotein
receptor gene family (17). It is implicated in the endocytosis
of numerous ligands including lipoproteins, cytokines, and
growth factors (18), and integrates multiple signaling pathways
at the surface of the plasma membrane. LRP1 is required for
cholesterol homeostasis in adipocytes and vascular smooth
muscle cells through the canonical Wnt5a pathway (19) and
integrates PDGF-BB (20) and TGFp signaling (21) in the arte-
rial wall. It co-immunoprecipitates with the PDGF-BB receptor
in vascular smooth muscle cells (16, 20, 22) and through this
physical interaction protects against atherosclerosis by regulat-
ing PDGFRp activity. The present studies were undertaken to
investigate the role of the ShcA-LRP1 complex in controlling
the IGF-1-mediated molecular switch between proliferation
and differentiation of fibroblasts, and its implication during
adipogenesis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—Recombinant human IGF-1 and protein A-aga-
rose beads were from Sigma. Anti-IGFR polyclonal antibody
was purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA). Anti-ShcA, anti-Grb2, anti-Crk2, and anti-phosphoty-
rosine (4G10) antibodies were from Upstate Cell Signaling
Solutions (Lake Placid, NY). Anti-phospho-p44/42 MAP kinase
(Thr?°?/Tyr*°*), anti-p44/42, anti-phospho-AKT (Ser*”?), anti-
AKT, anti-phospho-mammalian target of rapamycin (mTOR)
(Ser®**®), and anti-mTOR antibodies were from Cell Signaling
Technology (Beverly, MA).

Cell Culture and Treatments—LRP1-deficient MEF (MEF
LRP1 /" cells) and LRP1-expressing MEF (MEF LRP1"/"
cells) (19) were cultured in DMEM supplemented with 10%
(v/v) fetal bovine serum and antibiotics. Prior to stimulation
cells were cultured for 18 h in DMEM containing 0.3% BSA and
then stimulated with IGF-1 (20 nm) at 37 °C in 5% CO.,. Src/
Yes/Fyn-deficient (SYF~/7) and control (SYE"'*) fibroblasts
were kindly provided by Dr. Richard W. Anderson. ShcA-
deficient mouse embryonic fibroblasts were isolated from
ShcA'*/1°* mice generated by homologous recombination.
These cells were cultured in 10% New-Born Calf Serum DMEM
and infected with adenovirus expressing Cre recombinase as
described previously (19). Whole cell lysates were prepared and
analyzed by immunoblot as described previously (19). For
siRNA transfection, cells were transfected with control or ShcA
siRNA for 24 h in DMEM supplemented with 10% FBS. Cells
were then cultured for 18 h in DMEM with 0.3% BSA and
treated with 20 nm IGF-1 for the indicated times.

Adipocyte differentiation was induced using the adipogenic
mixture containing IGF-1 (7 nMm) or insulin (10 ug/ml), dexa-
methasone, isobutylmethylxanthine, and the PPAR+y agonist
rosiglitazone. Oil Red O staining was performed as described
(19).

Cell Fractionation—For cell fractionation (23), cells were
washed twice with chilled PBS then scraped in PBS and centri-
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fuged at 1,000 X g for 5 min at 4 °C. Cell pellets were resus-
pended in buffer A (0.5 M sucrose, 2 mMm EDTA, 40 mM Tricine,
pH 7.8,50 mm NaF, 2 mm Na,VO,, 25 mm B-glycerophosphate)
supplemented with protease and phosphatase inhibitors, and
Dounce homogenized 20 times on ice. For crude membrane
preparation, lysates were centrifuged at 1,000 X g for 10 min at
4 °C and the supernatants were centrifuged at 29,000 X g for 30
min at 4 °C to separate membranes from cytosol. For plasma
membrane preparation, lysates were centrifuged at 1,000 X g
for 10 min at 4 °C, the supernatants were loaded on a 30% Per-
coll gradient (Sigma) and centrifuged at 29,000 X g for 30 min at
4 °C to separate plasma membrane from cytosol. Plasma mem-
branes were then sonicated on ice and plasma membrane and
cytosol were analyzed by immunoblot.

Immunoprecipitation—Cells were washed with ice-cold PBS
and lysed for 20 min on ice in lysis buffer supplemented with
protease and phosphatase inhibitors as described (24). Lysates
were precleared then incubated overnight at 4 °C with the indi-
cated antibody and protein A-Sepharose CL-4B beads (500 ug
of protein, 5 ug of IgG, 50 ul of beads). Immunoprecipitates
were washed twice with lysis buffer and lysis buffer containing
2 M Na(l, and twice in 10 mm Tris, pH 8, 50 mm NaCl. Proteins
were eluted from beads with SDS sample buffer, separated by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, transferred to nitro-
cellulose membrane, and blotted with the indicated antibody.

Ras Activation Assay—Ras activity was assessed with an Ras
activation assay kit from Cell Biolabs. After 20 nm IGF-1 stim-
ulation cells were washed twice with ice-cold PBS and then
lysed in 700 ul of assay/lysis buffer containing protease inhibi-
tors (10 wg/ml of aprotinin, 10 ug/ml of leupeptin, 1 mm phen-
ylmethylsulfonyl fluoride). After centrifugation at 14,000 X g
for 10 min at 4 °C, cell lysates were incubated at 4 °C for 1 h with
40 pl of the Rafl Ras binding domain-agarose bead. Lysates
were then washed with assay/lysis buffer containing protease
inhibitors, and the presence of activated Ras (Ras-GTP) was
determined by Western blotting with anti-RAS monoclonal
antibody.

Real Time PCR Analysis—RNA was isolated using TRIzol
reagent (Sigma) according to the manufacturer’s instructions
and analyzed for the indicated gene as described previously
(19).

Statistical Analysis—Results are from three to four separate
experiments. Student’s ¢ test was used to compare the differ-
ences between control and treatment groups. p < 0.05 was con-
sidered statistically significant.

RESULTS

LRP1 Co-immunoprecipitates with the IGF-1 Receptor—To
analyze the potential role of LRP1 in controlling the IGF-1 sig-
naling pathway, we first tested whether LRP1 and the IGF-1
receptor are present in the same microcompartment of cellular
membrane domains. Fig. 14 shows that, in the cultured bovine
vascular smooth muscle cell line CRL 20-18, in which LRP1 is
known to co-immunoprecipitate with PDGFRp (20, 22), LRP1
and the IGF-1 receptor are present in the same complex. For-
mation of this complex is increased when cells are treated with
20 nM IGF-1 for 10 min (Fig. 1A). Caveolae/rafts are cholester-
ol-rich membrane microdomains that compartmentalize a
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variety of signaling molecules, including the IGF-1 receptor
(25) and LRP1 (22). Caveolae are enriched in caveolin 1 oligo-
mers, the major protein constituent of the structure, which is a
distinct characteristic from lipid rafts that lack caveolin (26).
Because caveolin 1 was not present within the complex, the data
suggest that LRP1 and the IGF-1 receptor interact directly and
that their biochemical association was not merely due to immu-
noprecipitation of the entire caveolae fraction (Fig. 14). The
formation of this complex is not limited to vascular smooth
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FIGURE 1. LRP1 co-immunoprecipitates with the IGF-1 receptor. A, puri-
fied plasma membrane fractions from starved vascular smooth muscle cells
(VSMC) treated with 20 nm IGF-1 for 10 min were immunoprecipitated (/P)
with an anti-LRP1 and immunoblotted (/B) with an antibody directed against
the IGF-1 receptor. Western blot analysis of caveolin 1 (Cav1) ensures the
specificity of the immune complex. B, whole cell lysates from starved LRP1+/*
MEFs treated with 20 nm IGF-1 for 10 min were immunoprecipitated with an
anti-IGF-1 receptor antibody and immunoblotted with an anti-LRP1 anti-
body. Ni, non-immune control.
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muscle cells because co-immunoprecipitation between LRP1
and the IGF-1 receptor was also observed in mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) (Fig. 1B).

IGF-1-dependent Recruitment of ShcA to the Plasma Mem-
brane in the Presence of LRPI—Because ShcA binds to both the
IGF-1receptor and LRP1, we tested whether the recruitment of
adaptor protein ShcA to the plasma membrane upon IGF-I
stimulation is affected in the absence of LRP1. Immunoblot
analysis of purified plasma membrane from LRP1*/* MEFs
showed that expression of ShcA isoforms is almost undetect-
able in unstimulated cells, and increased upon stimulation
with 20 nm IGF-I to reach a maximum expression after 30
min of treatment (Fig. 2A4). This increase of ShcA protein
expression levels at the plasma membrane was paralleled by
a decrease of its expression in the cytosol (Fig. 24). Con-
versely, in the absence of LRP1, translocation of ShcA to the
plasma membrane failed to respond to IGF-1 stimulation
(Fig. 2A). The three isoforms of ShcA exhibited high plasma
membrane protein levels in untreated, as well as in IGF-1-
treated cells (Fig. 2A). Increased ShcA protein levels were
also observed in the crude membrane preparation of
LRP1"/* MEFs stimulated with 100 nM insulin, which is
known to partly signal through the IGF-1 receptor (Fig. 2B).
These data show that the recruitment of ShcA at the plasma
membrane is sensitive to IGF-1 stimulation only in the pres-
ence of LRP1.
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FIGURE 2. The recruitment and activation of ShcA at the plasma membrane are sensitive to IGF-1 treatment only in the presence of LRP1. A, Western
blot analysis of ShcA in purified plasma membrane (PM), crude membrane preparation (Mb), and cytosol (C) from LRP1~/~ and LRP1*/* MEFs treated with 20
nMm IGF-1 or (B) treated with 100 nm insulin for the indicated times. C, whole cell lysates were immunoprecipitated (/P) with anti-ShcA and immunoblotted (/B)
with antibody 4G10 directed against phosphotyrosine or (D) with anti-Grb2 antibodies. E, quantification of the coimmunoprecipitation between ShcA and
Grb2 by densitometry. F, immunoprecipitation of ShcA upon IGF-1 treatment in Src/Yes/Fyn deficient (SYF~/~) and control (SYF/*) fibroblasts, and immu-
noblot with antibody 4G10 directed against phosphotyrosine. Results are expressed as mean = S.E. *, p < 0.05, and **, p < 0.01 compared with controls. Ni,

non-immune.
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FIGURE 3.LRP1 is required for the IGF-1-induced MAPK cascade activation. LRP1~/~ and LRP1*/* cells were treated with or without 20 nm of IGF-1 for the
indicated times. A, whole cell lysates were incubated with agarose conjugated with the Ras-binding domain of Raf1, then the bound activated Ras (Ras-GTP)
was analyzed by Western blotting with anti-Ras antibodies. B, quantification of the blots. C, Western blot analysis of phospho and total ERK1/2. D, densitometric
scanning of the Western blot analysis of phospho and total ERK1/2in LRP1~/~,LRP1*/*,LRP1~/" retransfected with LRP1 (—/—, LRP1), and mock retransfected
(Mock) LRP1~/~ MEFs treated with or without 20 nm IGF-1 for 10 min. Results are expressed as mean *+ S.E.*, p < 0.05. E, Western blot analysis of phospho and
total Crk2. Whole cell lysates were immunoprecipitated (/P) with anti-Crk2 and immunoblotted (/B) with antibody 4G10 directed against phosphotyrosine (top

panel) or with anti-Crk2 antibodies (bottom panel).

We next analyzed whether LRP1 is required for the IGF-1-
induced tyrosine phosphorylation of ShcA by immunoprecipi-
tation. Fig. 2C shows that IGF-1 treatment induced tyrosine
phosphorylation of the p66°"“* isoform in LRP1"/*, but not in
LRP1~/~ MEFs (Fig. 2C). Because tyrosine phosphorylation of
ShcA is strongly decreased in Src/Yes/Fyn-deficient cells (Fig.
2F), one or all of these kinases are involved in ShcA phosphor-
ylation. This tyrosine phosphorylation of the p66°"“* isoform
was accompanied by a marked IGF-1-induced recruitment of
Grb2to ShcA in LRP1*/™, but not in LRP1~/~ MEFs with max-
imum levels after 30 min of treatment (Fig. 2, D and E). Taken
together, these data show that LRP1 is an important compo-
nent of the IGF-1 signaling pathway, and suggest that LRP1 is
required for the IGF-1-induced ShcA activation. It is required
for tyrosine phosphorylation of the plasma membrane p665"“*
isoform, and subsequent binding of Grb2 to ShcA.

LRP1 Is Required for the IGF-1-induced Ras and ERKI1/2
Activation—The recruitment of Grb2 to ShcA is known to acti-
vate the guanine nucleotide exchange factor Sos, which triggers
the Ras/Raf/ERK signaling cascade (27, 28). To determine
the consequence of the absence of LRP1 on the Ras/MAPK
pathway, we measured Ras-GTP levels by Western blotting
in LRP1*/* and LRP1™/~ MEFs upon IGF-1 stimulation.
Whereas Ras activation in LRP1"/" MEFs increased rapidly
after the addition of 20 nm IGF-1 (Fig. 3, A and B), this activa-
tion is maximal in unstimulated LRP1-deficient cells and
severely blunted upon treatment with the same amount of
IGF-I over a time course of 10 min (Fig. 3, A and B). The
decrease in Ras activation in LRP1~/~ MEFs was accompanied

16778 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

by a decrease in ERK1/2 tyrosine phosphorylation (p-ERK1/2)
starting after 10 min of IGF-1 treatment (Fig. 3, Cand D). Upon
6 h of stimulation, IGF-1 decreased p-ERK1/2 by >95% (Fig.
3C). Conversely, IGF-1 stimulation induced a robust increase of
p-ERK1/2 in LRP1"/* MEFs (Fig. 3, C and D) or in LRP1 ™/~
MEFs re-transfected with LRP1 (Fig. 3D). Thus, LRP1 is
required for activation of the IGF-1-induced ShcA/Ras/Raf/
ERK signaling pathway.

One explanation for the high basal Ras activity associated
with low levels of ERK activation in the LRP1™'~ cells (Fig. 3,
A-D) would be that in the absence of LRP1, PDGFR signaling is
activated (20). Furthermore, several data already suggested that
in the absence of LRP1 some small GTPases are activated (29,
30). For instance, LRP1 is a major activator of Racl and a recip-
rocal inhibitor of RhoA in Schwann cells (29). Crk2 is a small
adapter protein comprised of SH2 and SH3 domains (31) and
tyrosine phosphorylated by the insulin receptor in parallel to
the phosphorylation of Shc (32). Stimulation of Crk2 induces
the inactivation of the Ras antagonist Rapl leading to the
activation of the ERK kinase cascade (32). Conversely, when
tyrosine phosphorylation of Crk2 is reduced, activation of
Rapl inhibits the ERK cascade, but Ras accumulates. We
tested the hypothesis that the high basal Ras activity associ-
ated with low levels of ERK activation in the absence of LRP1
is due to areduced Crk2 activity and observed a reduced level
of p-Crk2 in LRP1-deficient cells (Fig. 3E). Thus, Ras is acti-
vated in the absence of LRP1 but uncoupled from the ERK
kinase cascade.
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FIGURE 4. LRP1 down-regulates IGF-1 activation of the Akt/mTOR pathway. Western blot analysis of p-AKT in (A) LRP1~/~ and LRP1+/+ MEFs or (C)
ShcAflex/flox MEFs inactivated with a Cre/recombinase adenovirus, stimulated with IGF-1 (20 nm) for the indicated times. B, densitometry of the Western blot

analysis of p-AKT in LRP1~/~ and LRP1*/* MEFs treated or not with IGF-1 (20 nm) for 10 min. D, Western blot analysis of p-mTOR in LRP1
stimulated with IGF-1 (20 nm) for the indicated times. E, densitometric scanning of the Western blot analysis of p-mTOR in MEFs.

~/~and LRP1*/* MEFs
¥, p < 0.05 compared with

control. F, Western blot analysis of p-mTOR and total mTOR in 3T3-L1 preadipocyte ShcA inactivated with siRNA or treated with small interfering control (Ctrl)

and stimulated with IGF-1 (20 nm) for the indicated times.

Negative Control of the Akt-mTOR Pathway by the LRPI-
ShcA Complex—The IGF-1 receptor signals through multiple
signaling pathways including the phosphoinositide 3-kinase
(PI3K)/Akt pathway (33, 34). In an attempt to determine
whether the LRP1-ShcA complex could switch the IGF recep-
tor coupling from one pathway, ie. the Ras/Raf/MEK/ERK
pathway to another, i.e. the PI3K/Akt pathway, we examined by
Western blotting Akt activation in IGF-1-stimulated LRP1 -,
ShcA~'~, and control cells. Our data showed that the level of
p-Akt was significantly higher in LRP1-deficient cells than in
LRP1*/* cells (Fig. 4, A and B). Similarly, a complete deletion of
ShcA in skin fibroblasts using the Cre/lox system leads to a
marked induction of p-Akt upon IGF-1 stimulation, when com-
pared with control cells (Fig. 4C). This indicates that LRP1 and
ShcA are common mediators of the IGF-1 action that down-
regulates Akt phosphorylation.

Akt has several substrates, and can activate the mTOR, a
highly conserved protein kinase that controls cell growth and
metabolism in response to nutrients and growth factors (35).
This regulation occurs through phosphorylation of mTOR on
serine 2448 (34). To determine whether the LRP1-ShcA com-
plex can impact the IGF-1-induced Akt-dependent mTOR acti-
vation, we analyzed mTOR serine 2448 phosphorylation after
IGF-1 stimulation in LRP1*/* and LRP1~'~ MEFs, and in 3T3
L1 pre-adipocytes knocked down for ShcA using the siRNA

MAY 13,2011+VOLUME 286+NUMBER 19

technology. A 20 nm IGF-1 treatment induced a time-depen-
dent increase in p-mTOR levels, which decreased after 30 min
in LRP1*'* cells (Fig. 4, D and E). By contrast, in LRP1~/~
MEFs, mTOR phosphorylation increased gradually, and high
levels of its protein expression was observed even after 48 h of
IGF-1 stimulation (Fig. 4, D and E). Similarly, upon IGF-1 stim-
ulation, mTOR phosphorylation increased in 3T3 L1 pre-adi-
pocytes knocked down for ShcA compared with control cells
(Fig. 4F).

IGF-1 through activation of the PI3K/Akt pathway is
involved in control of the adipogenic program (36 —38). mTOR
and its target the p70 S6 kinase (p70S6K) are also strongly acti-
vated in human mesenchymal stem cells under adipogenesis-
inducing conditions. Treatments with LY294002 and rapamy-
cin, which block the activation of PI3K/Akt and mTOR/
p70S6K, respectively, result in pronounced inhibitory effects on
adipogenesis (39). Furthermore, in pre-adipocytes, the IGF-1-
induced switch from clonal expansion to differentiation corre-
lates with loss of ShcA phosphorylation (6). To determine
whether the IGF-1/PI3K/Akt/mTOR pathway could activate
the adipocyte differentiation program through ShcA, we eval-
uated the IGF-1-induced activation of the adipocyte differenti-
ation program in 3T3-L1 preadipocytes knocked down for
ShcA. Fig. 5 shows that absence of ShcA strongly accelerated
adipocyte differentiation as evaluated by Oil Red O staining
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FIGURE 5. Activation of the adipocyte differentiation program by IGF-1 in
ShcA-deficient cells. A, 3T3-L1 preadipocyte knockdown for ShcA (—/-),
transfected with small interfering control (+/+) and non-transfected (NT)
cells induced for adipocyte differentiation with a differentiation mixture con-
taining IGF-1 (top panel) or insulin (middle and bottom panels) during the
indicated times. Triglyceride (B) and cholesterol esters (C) quantification in
3T3-L1 preadipocytes knockdown for ShcA (black) and control cells (white)
induced for adipogenesis during 6 days with a differentiation mixture con-
taining IGF-1. D, Western blot analysis of PPARY; E, quantitative RT-PCR anal-
ysis of the indicated genes in 3T3-L1 preadipocytes knockdown for ShcA
(—/-), transfected with small interfering control (+/+) or non-transfected
(NT) during adipogenesis.

when treated with a differentiation mixture containing IGF-1
(Fig. 5A, top panel) or insulin, which is also known to signal
through the IGF-1 receptor (Fig. 54, middle and bottom pan-
els). When treated with an adipogenic mixture containing
IGF-1, 3T3-L1 preadipocytes in which ShcA had been knocked
down accumulated 1.5-2-fold more triglycerides and choles-
teryl esters compared with control cells (Fig. 5, B and C).
ShcA ™/~ cells also expressed higher levels of PPARYy (Fig. 5D)
and PPARYy target genes such as aP2 and CEBPa than controls
(Fig. 5E), even after only 6 days of treatment. Similarly,
decreased expression of LRP1 in 3T3-L1 preadipocytes accel-
erated neutral lipid accumulation as evaluated by Oil Red O
staining when these cells were treated with a differentiation
mixture containing IGF-1 for 6 days (Fig. 64). They also accu-
mulated more triglycerides than control cells, without reaching
significance (Fig. 6B), but similar levels of cholesterol than con-
trol cells (Fig. 6C). Thus, decreased ShcA-LRP1 complex activ-
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FIGURE 6. Activation of the adipocyte differentiation program by IGF-1 in
LRP1-deficient cells. A, 3T3-L1 preadipocytes knockdown for LRP1 (—/—),
transfected with small interfering control (+/+) and non-transfected (NT)
cells induced for adipocyte differentiation with a differentiation mixture con-
taining IGF-1 for 6 days. Intracellular triglycerides (B) and cholesterol (C) quan-
tification in 3T3-L1 preadipocytes knockdown for LRP1 (black), control (gray),
and non-transfected cells (white) induced for adipogenesis during the indi-
cated time with a differentiation mixture containing IGF-1. D, the LRP1/ShcA
switches IGF-1 signaling from the Akt/mTOR to the Grb2/Ras/ERK1/2 path-
way. LRP1 is required for a full activation of the ShcA/Grb2/Ras/ERK1/2 path-
way and progression in the cell cycle in response to IGF-1. When LRP1 is
lacking, the Akt/mTOR pathway is activated. Results are expressed as mean *
S.E.*, p < 0.05.

ity re-routes IGF-1 signaling from the Grb2/Ras/ERK1/2 to the
Akt/mTOR pathway, an event that accelerates differentiation
of 3T3-L1 preadipocytes committed to adipogenesis (Fig. 6D).

DISCUSSION

In the present study we used adipocyte differentiation in
fibroblasts as a model to investigate whether the LRP1-ShcA
complex plays a role in the re-routing of IGF-1 action from
increased MAP kinase signaling, which stimulates cell division,
to activation of the Akt/mTOR pathway with leads to growth
arrest and differentiation.

LRP1 integrates multiple signaling pathways at the surface of
the membrane. It has been shown to form complexes with cell
surface receptors such as the PDGFf receptor (20, 24) or the
urokinase-type plasminogen activator receptor (40, 41). LRP1
modulates PDGF signaling by controlling ubiquitination and
endocytosis of the PDGF receptor B (24). It also appears to
escort the urokinase-type plasminogen activator receptor from
caveolae (42) to clathrin-coated pits (43). However, the molec-
ular mechanisms by which the signaling molecules that bind to
its external domain or its cytoplamic domain relay the informa-
tion are not known. The results of the present study indicate
that LRP1 interacts with the IGF-1 receptor. Co-immunopre-
cipitation between LRP1 and the IGF-1 receptor, which is
already detected without any IGF-1 stimulation strongly sug-
gests that LRP1 also modulates IGF-1 receptor-dependent sig-
naling events.

Among the IGF-1 receptor downstream substrates lies the
adaptor protein ShcA (28, 44). Here, we show that LRP1 pro-
motes the IGF-1-dependent translocation of the three isoforms
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of ShcA from the cytosolic to the plasma membrane compart-
ment. Deletion of LRP1 alters this dynamic recruitment and
impairs IGF-1 signaling.

Recruitment of ShcA to specific membrane compartments,
i.e. caveolae, has been shown to be required for its subsequent
phosphorylation upon IGF-I stimulation (44). Our data show
that LRP1 is required for the IGF-1-induced tyrosine phosphor-
ylation of the p66 isoform of ShcA. In the absence of LRP1,
IGF-1-induced p66 ShcA tyrosine phosphorylation is drasti-
cally blunted. ShcA tyrosine phosphorylation leads to Grb2
recruitment to ShcA (28). Here, we also show that LRP1 defi-
ciency leads to a blunted IGF-1-induced Grb2 recruitment to
ShcA. Altogether, our data indicate that LRP1 is required for
the optimal activation of ShcA upon IGF-1 stimulation.

The recruitment of Grb2 to ShcA leads to the activation of
the guanine nucleotide exchange factor SoS, which activates
Ras and triggers the Ras/Raf/MEK/ERK signaling cascade (27,
28). As expected, we show that upon IGF-1 stimulation, there
is a time-dependent increase in Ras activation in the presence of
LRP1, whereas in the absence of LRP1, IGF-1 induces a
decrease in Ras activation. Also, upon IGF-1 stimulation, there
is a sustained ERK1/2 activation in the presence of LRP1. How-
ever, in LRP1-deficient cells, IGF-1-induced ERK1/2 activation
is impaired and transient, highlighting that full activation of the
Ras-ERK1/2 pathway by IGF-1 requires LRP1.

Besides ShcA/Grb2/Ras/ERK1/2, the IGF-1 receptor, once
activated by IGF-1, can also stimulate the Akt/PKB pathway
(33). Akt has several substrates such as mTOR (34). Our results
show that before and after IGF-1 stimulation p-mTOR levels
follow the same activation kinetics as Akt, in LRP1*/" as well as
LRP1 /" cells. Altogether our results show that the LRP1-ShcA
complex induces a switch of IGF-1 receptor coupling away
from Akt/mTOR and toward the Grb2/Ras/ERK1/2 pathway.

In our fibroblast experiments, in the absence of ShcA the
IGF-1-induced activation of the Akt/mTOR pathway and the
concomitant decrease in Ras and ERK1/2 activation accelerate
the adipocyte differentiation program and facilitate intracellu-
lar storage of cholesteryl esters and triglycerides. This is con-
sistent with previous findings by Hosooka et al. (45), who dem-
onstrated that the protein downstream of tyrosine kinases-1
(Dok1) binds and activates Ras in response to insulin, thereby
regulating mitogenic signaling mediated by Ras and the ERK
pathway (45). Dok1-deficient fibroblasts exhibit impaired adi-
pocyte differentiation, possibly due to an increase in ERK activ-
ity and a consequent increase in the phosphorylation, and thus
inhibition, of PPARy. Dokl1-deficient mice are leaner and show
improved glucose tolerance and insulin sensitivity (45). PPARy
plays a crucial role in adipogenesis and our data are also con-
sistent with the fact that the ERK family is known to repress the
transcriptional and biological functions of PPARy and reduces
its ability to promote adipogenesis (46). Conversely, PKB/Akt
signaling promotes 3T3-L1 adipocyte differentiation upon
IGF-I stimulation (47), whereas mTOR positively regulates adi-
pocyte differentiation by controlling the activation of PPARYy
(48). Thus, by decreasing PKB/Akt activation in response to
IGEF-I stimulation, ShcA protects against adipocyte hypertro-
phy by activating the inhibitory effect of ERK on PPARy and
may thus protect against diet-induced obesity.
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In conclusion, we have shown in this study that the
LRP1:ShcAIGF-1 receptor complex acts as a molecular switch
required for the full activation of the Ras/ERK1/2 pathway,
whereas absence of ShcA leads to activation of the Akt/mTOR
pathway and entry into the adipocyte differentiation program.
This has important physiological consequences for the regula-
tion of cell differentiation and proliferation in diverse cell types
in vitro and in vivo and, specifically, for the process of adipose
tissue formation, and obesity.
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Implication de LRP1 et ShcA dans deux pathologies
cardiovasculaires : I'athérosclérose et I'insuffisa nce
cardiaque

Les maladies cardiovasculaires sont la premiere cause de mortalité dans le monde.
Une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques est nécessaire.
Dans ce travail de thése nous nous sommes intéressés a deux pathologies
cardiovasculaires : l'athérosclérose et linsuffisance cardiaque. Récemment, nous
avons identifié le récepteur LRP1 et la protéine adaptatrice ShcA comme étant deux
protéines impliqguées dans deux de ces pathologies cardiovasculaires. Nous avons
montré que ShcA joue un r6le protecteur dans l'insuffisance cardiaque. Chez les
souris déficiente en ShcA au niveau cardiaque, nous observons une cardiomyopathie
caractérisée par une dilatation du ventricule gauche associée a une perte de la
contractilité. Nous avons montré que ShcA est essentiel a l'organisation des
sarcomeres et ceci tres tét durant 'embryogenese. Dans une deuxieme partie nous
avons montré qu'en labsence de PPARgamma, LRP1 était nécessaire a la
calcification vasculaire en activant la voie prochondrogénique de Wnt5a. Nous avons
montré que PPARgamma protege de la calcification vasculaire en induisant
I'expression de Sfrp2 qui agit comme un antagoniste de Wnt5a.

Mot clef : ShcA ; LRP1 ; PPARgamma ; Wnt5 ; sarcomere ; costamere ; insuffisance
cardiaque ; cceur ; athérosclérose ; calcification ; chondrogenese

Cardiovascular disease is the number one cause of death worldwide. A better
understanding of the pathophysiological mechanisms is necessary. In this thesis we
are focused on two cardiovascular diseases: atherosclerosis and heart failure.
Recently, we identified the LRP1 receptor and the adapter protein ShcA as two
proteins involved in two of these cardiovascular diseases. We have shown that ShcA
exerts a protective role against heart failure. Mutant mice lacking ShcA in the heart
exhibit a dilated cardiomyopathy with reduced cardiac contractility. Myocyte
ultrastructure analysis shows that Shc A is essential to maintain sarcomeric intégrity
in early embryonic heart development. in last part we have shown vascular
calcification in the absence of PPARgamma requires expression of LRP1 in vascular
smooth muscle cells. LRP1 promotes a Wnt5a-dependent prochondrogenic pathway.
We show that PPARgamma protects against vascular calcification by inducing the
expression of secreted frizzled-related protein-2 (Sfrp2, wich functions as a Wnt5a
antagonist.

Key Words: ShcA; LRP1; PPARgamma; Wnt5a; Sarcomer, Costamer, Heart failure;
Heart; Atherosclerosis; Calcification; Chondrogenesis
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