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 Les maladies cardiovasculaires sont les premières causes de mortalité dans le monde. 

D’après les chiffres publiés par l’OMS en 2012, elles représentent 48% des causes de 

mortalité non infectieuse dans le monde. Une meilleure compréhension des mécanismes 

physiopathologiques est nécessaire pour optimiser les traitements actuels. Durant ce travail de 

thèse, nous nous sommes intéressés à deux pathologies cardiovasculaires : l’insuffisance 

cardiaque et la calcification des plaques d’athérosclérose, une des complications de 

l’athérosclérose.  

L’insuffisance cardiaque est une pathologie qui touche un muscle essentiel de 

l’organisme, le cœur. Les causes de l’insuffisance cardiaque sont variées allant de mutations 

qui touchent certains gènes essentiels à la contraction cardiaque, aux conséquences d’une 

hypertension ou d’une obstruction des coronaires. A ces causes variées correspondent 

différentes expressions de cardiomyopathies. Récemment, une protéine adaptatrice nommée 

ShcA a été identifiée comme jouant un rôle majeur au niveau du système cardiovasculaire. 

ShcA pour Src homology and collagen homology A comprend trois isoformes p46, p52, p66. 

Elle joue un rôle essentiel dans la transduction du signal intracellulaire initié par les intégrines 

et les récepteurs à activité tyrosine kinase tels que l’IGF-1r, l’EGFr et le PDGFr. ShcA est 

impliquée dans différents processus tels que la prolifération, la survie et la différenciation 

cellulaires. Au niveau du système cardiovasculaire, ShcA joue un rôle majeur au cours de 

l’embryogenèse. En effet, la délétion de ShcA est létale très tôt au cours de l’embryogenèse à 

E11,5 ce qui est dû, entre autres, à des anomalies dans l’organogenèse du cœur. Dans ce 

contexte, la première partie de ce travail de thèse s’est intéressée à l’étude du rôle de ShcA 

dans la fonction cardiaque. 

La deuxième partie de ce travail de thèse s’est intéressée à la compréhension des 

mécanismes impliqués dans la calcification des plaques d’athérome. Récemment, un récepteur 

important a été identifié comme jouant un rôle dans la physiopathologie de l’athérosclérose : 

LRP1. 

La calcification des plaques d’athérome est une complication fréquente associée à des 

risques élevés d’infarctus. La calcification vasculaire fait intervenir des processus complexes 

de minéralisation et certains facteurs de transcription également impliqué lors de l’ossification 

endochondrale et membranaire comme Sox9 et Cart1. L’ossification endochondrale fait 

intervenir la famille des protéines Wnts qui sont des glycoprotéines secrétées dont Wnt5a fait 

partie. Wnt5a est bien connu pour jouer un rôle dans la différenciation chondrogénique. De 
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plus, l’absence de Wnt5a chez la souris induit une grave malformation du squelette. 

Récemment, nous avons identifié un récepteur membranaire, le low density protein receptor-

related protein 1 (LRP1) comme étant un récepteur interagissant avec la voie canonique de 

Wnt5a. En effet, la présence de LRP1 protège de l’accumulation de cholestérol intracellulaire 

en induisant l’expression de Wnt5a dans les fibroblastes embryonnaires de souris. Par ailleurs, 

LRP1 joue un rôle protecteur dans l’athérosclérose. En effet, les souris déficientes en LRP1 

spécifiquement dans les cellules musculaires lisses (SmLRP1-) développent plus de plaques 

d’athérome que les souris sauvages. Ce phénotype est corrigé par le traitement des souris à la 

rosiglitazone, un agoniste de PPARγ. Ces résultats suggèrent une interaction entre LRP1 et 

PPARγ. PPARγ est un récepteur nucléaire impliqué dans les processus de différenciation. Il 

joue un rôle d’activateur de la différenciation adipocitaire et d’inhibiteur de la chondrogenèse. 

Même si plusieurs gènes ont déjà été impliqués dans le programme d’ossification, les 

mécanismes moléculaires, les voies de signalisation et de régulation impliqués dans ce 

processus et au cours de la calcification des plaques d’athérome restent encore mal connus. 

 Dans ce contexte, la deuxième partie de ce travail de thèse s’est intéressée à la 

compréhension des mécanismes impliquant LRP1, Wnt5a et PPARγ dans la calcification des 

plaques d’athérome. 
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Première partie 

Implication de ShcA dans l’insuffisance 

cardiaque 
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1. Le système cardiovasculaire 

1.1. Le Cœur  

Le cœur joue un rôle essentiel dans la régulation du flux sanguin, il permet de faire 

circuler le sang dans tout le corps dans un sens bien précis. Il peut réguler le débit sanguin en 

fonction des besoins de l’organisme. 

1.1.1. Anatomie du cœur sain 

 Le cœur est divisé en deux grâce au septum et chaque partie est elle-même divisée en 

deux chambres pour former les ventricules et les oreillettes (Figure 1). Pour permettre la 

circulation du sang dans un sens unique les oreillettes et ventricules communiquent grâce à 

des valves qui s’ouvrent et se ferment en fonction de l’état de contraction du cœur ce qui 

empêche le sang de refluer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Représentation anatomique du cœur (image Servier Medical Art) 

Le cœur est un muscle constitué de trois enveloppes : le péricarde, le myocarde et 

l’endocarde. Le péricarde est l’enveloppe externe du cœur, il est constitué de deux feuillets : 

Aorte 

Oreillette 
Gauche 

Oreillette 
Droite 

Ventricule 
Gauche 

Myocarde 

Ventricule 
Droit 

Septum 

Valve 
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le feuillet viscéral qui adhère au myocarde et que l’on appelle l’épicarde, et l’autre pariétal. Le 

myocarde est principalement constitué de cellules musculaires et permet la contraction du 

cœur. L’endocarde est la mince couche qui tapisse la face interne du cœur, elle est constituée 

de cellules endothéliales (Figure 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Représentation des tuniques qui constituent le cœur (image Servier Medical Art).  

1.1.2. Fonctionnement du cœur   

Le cœur permet d’expulser le sang dans les vaisseaux grâce à des cycles de contraction 

et de relaxation. La contraction du muscle cardiaque est appelée systole. Durant la systole les 

ventricules se contractent ce qui permet d’expulser le sang dans les artères. Le ventricule 

gauche se vide dans l’aorte alors que le ventricule droit se vide dans l’artère pulmonaire. 

L’augmentation de la pression sanguine lors de l’expulsion du sang est appelée pression 

systolique. La relaxation du muscle cardiaque est appelée diastole. Pendant la diastole le cœur 

se remplit de sang, c’est à ce moment que l’on peut déterminer la pression diastolique. La 

fraction d’éjection est caractérisée par la différence entre le volume diastolique c'est-à-dire le 

volume du ventricule gauche pendant la diastole et le volume systolique c'est-à-dire le volume 

du ventricule gauche après la systole.  

Endocarde 

Myocarde 

Péricarde 

Péricarde Viscéral (Epicarde)  
Péricarde Pariétal 



19 

 

1.1.3. Les cellules qui composent le cœur 

 

Le myocarde est constitué principalement de deux types de cellules, les cellules 

musculaires myocardiques qui sont majoritaires, les cellules cardionectrices qui permettent de 

générer et conduire le potentiel d’action. Ces deux types cellulaires jouent des rôles 

totalement différents mais essentiels au bon fonctionnement du cœur. Les cellules 

cardionectrices ont une fonction de conduction alors que les cellules musculaires ont un rôle 

de contraction (Miquerol et al., 2011).  

1.1.3.1. Le système de conduction du cœur. 

Les cellules cardionectrices forment un système organisé au sein du cœur afin de permettre 

une propagation du potentiel d’action de façon coordonnée. L’activité électrique du cœur est 

générée par des cellules pacemaker localisées dans le nœud sino-auriculaire (ou nœud sinusal) 

situé dans la région dorsale de l’oreillette droite. L’activité électrique se propage rapidement 

dans les deux oreillettes conduisant à leur contraction. Pour propager le potentiel d’action au 

sein des ventricules, le potentiel d’action emprunte le système de conduction Auriculo-

ventriculaire. Cela commence par la convergence de l’activité électrique initiée par le nœud 

sinusal au niveau du nœud auriculo-ventriculaire. L’activité électrique se propage rapidement 

vers l’apex des ventricules grâce au système de conduction ventriculaire qui est constitué du 

faisceau de His qui se sépare en deux branches : la branche droite et gauche de His. Ces 

dernières vont se séparer en un réseau de fibres appelé fibres de Purkinje (Miquerol et al., 

2011) (figure3).  
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Figure 3 : Système de conduction du cœur (image Servier Medical Art). 

Les cellules qui composent le système de conduction du cœur ont la même origine que les 

cardiomyocytes (Cheng et al., 1999), cependant elles se différencient des cardiomyocytes par 

leur cytoplasme pauvre en fibres contractiles.                . 

1.1.3.2. Le cardiomyocyte 

Le cardiomyocyte est la cellule contractile du cœur. Il est constitué d’une membrane 

plasmique appelée sarcolèmme qui joue un rôle essentiel dans la transmission du potentiel 

d’action, dans la communication entre cellules et également dans la jonction entre le 

cardiomyocyte et la matrice extracellulaire. Respectivement ces structures correspondent au 

tubule transversal (tubule T), au disque intercalaire et aux costamères (Balse et al., 2012) 

(figure 4, figure 5). 

Les Tubules T sont des invaginations du sarcolèmme qui sont riches en canaux 

ioniques et en protéines impliquées dans le couplage excitation-contraction. Lors de la 

dépolarisation du sarcolèmme, il y a ouverture des canaux calciques de type L présents sur le 

sarcolèmme qui vont conduire à la libération du calcium retenu dans le réticulum 

sarcoplasmique. Ceci est rendu possible grâce à l’étroite association des tubules T et du 

réticulum sarcoplasmique (Ibrahim et al., 2011).  

Le disque intercalaire permet la communication entre les myocytes. On retrouve 

plusieurs types de jonction : jonctions adhérentes, gaps jonctions et desmosomes. Le disque 

Nœud Sinusal 

Nœud 
Auriculo-Ventriculaire 

 

Faisceau de His 
 

Réseau de Purkinje 
 

Branche droite et 
gauche du faisceau de 

His 
 



21 

 

intercalaire permet la propagation rapide du potentiel d’action et l’étirement du 

cardiomyocyte, il joue également un rôle mécanique afin d’assurer la cohésion au sein du 

myocarde. 

Les costamères connectent les protéines associées à la bande Z des sarcomères et la 

matrice extracellulaire. Ils ont comme rôle de transmettre la force mécanique durant les 

phases de systole et de diastole du cœur (Balse et al., 2012). Deux principaux complexes 

protéiques sont impliqués dans le costamère, le complexe intégrine-taline-vinculine et les 

complexes sarcoglycane-dystroglycane-dystrophine. Les intégrines sont des hétérodiméres 

composés d’une sous-unité alpha et une beta. Les intégrines exprimées dans le cœur sont les 

intégrines α-3B, α-6A, α-6B, α-7B, α-7C, α-7D et α-11 et les sous-unités β-1A, β-1D, β-3 et 

β-5. Au niveau de la partie intracellulaire, les intégrines peuvent se lier à différentes protéines 

du cytosquelette et du sarcomère comme l’actine, l’ α-actinine… 

Figure 4 : Structure du sarcolèmme. 1) Tubules T, 2) costamère et 3) disque intercalaire 

(Balse et al., 2012). 

Le réticulum sarcoplasmique joue un rôle central dans la contraction du 

cardiomyocyte (Michalak and Opas, 2009). Contrairement au réticulum endoplasmique des 

cellules qui joue un rôle essentiellement dans la synthèse, la modification  post-

traductionnelle des protéines et  la synthèse des phospholipides et des hormones stéroïdes, le 

réticulum sarcoplasmique est plus spécialisé dans la régulation de la concentration 

intracellulaire des ions calcium du cardiomyocyte (Bers, 2002). La concentration du Ca2+ 

intracellulaire est un élément clé de la régulation du couplage excitation-contraction qui est le 

moteur de la contraction cyclique du cœur. La contraction survient lors de la propagation du 

potentiel d’action qui provoque la libération du Ca2+ par les récepteurs canaux à la ryanodine 
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(ryanodine receptor, RYR2) présents au niveau du reticulum sarcoplasmique ce qui entraîne la 

contraction. Ceci est suivi par la recapture du calcium principalement dans le réticulum 

sarcoplasmique par la pompe calcique (SERCA2A) ou par élimination de la cellule par les 

canaux échangeurs d’ions Na+/Ca2+ afin de rétablir une concentration physiologique de 

calcium dans la cellule ce qui induit la relaxation (Michalak and Opas, 2009) 

Les mitochondries sont également très abondantes au sein des cardiomyocytes. En 

effet, l’essentiel de l’énergie nécessaire au cardiomyocyte pour se contracter lui provient de 

l’ATP synthétisé par la mitochondrie. Elles sont localisées essentiellement sous forme de 

clusters au niveau du sarcolèmme ou longitudinalement le long des sarcomères (Rosca and 

Hoppel, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Organisation du cardiomyocyte (Goldstein and Entman, 1979) 

Les cellules musculaires cardiaques ont la faculté de se contracter grâce à une organisation 

bien spécifique de leur cytosquelette qui leur confère un aspect strié avec une alternance de 

bandes claires (bande I) et de bandes sombres (bande A). On retrouve la même organisation 

dans les fibres musculaires squelettiques (Figure 4). 
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1.1.4. Le sarcomère 

 

L’unité de contraction de la cellule musculaire est le sarcomère. Le sarcomère est 

délimité par deux stries Z (pour Zwischensheibe) situées au centre de la bande I. Le centre du 

sarcomère est délimité par la bande H (pour Hensen) qui est traversée en son centre par la 

ligne M (pour Mittelmembran) (figure 6). Cet aspect est en réalité le reflet d’une architecture 

de filaments protéiques fins et épais qui s’entrecroisent.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Organisation des sarcomères (Lee et al., 2007) 

1.1.4.1. Les protéines du sarcomère 

 

L’assemblage des protéines en myofibrilles est un processus complexe qui nécessite 

une bonne coordination entre la synthèse des protéines qui les constituent et leur 

polymérisation en filaments. Les filaments épais et les filaments fins sont alignés latéralement 

et perpendiculairement à la bande Z. L’assemblage de ces protéines ne suffit pas et le 

maintien de cette structure fait intervenir d’autres protéines telles que titine, filament 

élastique permettant le maintien de l’organisation du sarcomère et son élasticité. 
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1.1.4.2. Les filaments fins 

Les filaments fins sont composés de trois protéines : l’actine, les troponines et la 

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

 

 

 

 

 

Figure 7: Structure des filaments fins d’après (Gordon et al., 2000) 

 

Les filaments fins sont constitués de filaments d’actine. Les monomères d’actine 

(Actine G) sont capables de se polymériser spontanément pour former des filaments d’actine 

qui vont former une double hélice alpha (Actine F). Dans le sarcomère, on retrouve 

essentiellement l’actine sous forme de filament (Schoenenberger et al., 2011). Dans le muscle 

squelettique et cardiaque, l’actine se retrouve attachée à la bande Z grâce à une autre protéine 

du cytosquelette qui est l’α-actinine (Schoenenberger et al., 2011). La tropomyosine est sous 

forme de dimère en hélice alpha, chaque molécule de tropomyosine s'étend sur sept 

monomères d'actine (Gordon et al., 2000). Les troponines sont constituées de 3 sous-unités : 

la troponine I (TnI), C (TnC) et T (TnT). La troponine C possède un site de fixation au 

calcium, la troponine I se lie à l’actine et la troponine T fait le lien entre le complexe 

troponine et la tropomyosine. Lors de la libération de Ca2+ du réticulum sarcoplasmique, le 

calcium vient se fixer à la troponine C ce qui va induire un changement de conformation du 

complexe troponine. Ce changement de conformation va permettre l’interaction entre l’actine 

et la tête globulaire des filaments épais de myosine (Gordon et al., 2000). 

1.1.4.3. Les filaments épais 

Le filament épais est un polymère bipolaire constitué de protéine de myosine qui 

interagit avec l’actine pour produire la force nécessaire au raccourcissement du sarcomère. La 
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myosine est composée de deux chaînes lourdes (~200kDa chacune) qui forment une hélice 

super-enroulée au niveau de la queue de la myosine pour terminer par deux structures 

globulaires au niveau de la tête. Chaque tête globulaire est reliée à 2 chaînes légères. On 

retrouve au niveau de la tête S1 de myosine les sites d’hydrolyse de l’ATP et les sites de 

fixation à l’actine (Gordon et al., 2000) (figure 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Organisation de la Myosine 

La contraction a lieu lorsque la tête S1 de la myosine des filaments épais se fixe à 

l’actine en exerçant une force sur les filaments fins. Cette force induit le glissement des 

filaments épais sur les filaments fins ce qui cause le raccourcissement des sarcomères et 

produit la force de contraction du cœur (figure 9).  
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Figure 9 : Contraction glissement des filaments fins sur les filaments épais 

1.1.4.4. Les filaments élastiques 

Contrairement aux filaments fins et épais, les filaments élastiques sont constitués 

d’une seule protéine appelée titine ou connectine. Titine est la plus grosse protéine du corps 

humain actuellement identifiée (~3 000 kDa). Elle s’étend de la bande Z où elle est liée à la 

téléthonine et l’α-actinine, jusqu’à la bande M (Figure 10). Elle permet l’élasticité du 

sarcomère. Dans le muscle cardiaque, elle est présente sous 2 isoformes : une courte et rigide 

N2B (3.0MDa) et une plus longue et plus élastique N2BA (3.2-3.7 MDa) (Kruger and Linke, 

2009). Les propriétés élastiques de titine permettent de maintenir la structure du sarcomère 

pendant la contraction et la relaxation du muscle. En dehors de son rôle mécanique, titine est 

impliquée dans différentes voies de signalisation. Titine peut se lier à une vingtaine de 

protéines différentes dont des protéines de contraction, de structure mais également des 

protéines des voies de signalisation. En effet, titine présente des sites de phosphorylation au 

niveau de sa partie N-terminale dans la bande Z (Gautel et al., 1996) (Sebestyen et al., 1995) 

et un site à activité kinase en C-terminal (Kruger and Linke, 2009). 
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Figure 10 : Structure et ultrastructure du sarcomère. 

1.2. Les différents types d’insuffisance cardiaque 

On parle d’insuffisance cardiaque lorsque le cœur n’est plus capable de maintenir un 

flux sanguin et/ou une pression sanguine suffisante pour répondre aux besoins de l’organisme. 

L’insuffisance cardiaque peut être rattachée à une multitude de cardiomyopathies. Les 

cardiomyopathies sont les maladies du cœur. Il existe différents types de cardiomyopathies, 

qui sont classées selon l’origine de la pathologie allant des valvulopathies, aux infections du 

cœur, ou des malformations cardiaques. Mais le plus souvent l’insuffisance cardiaque est la 

conséquence d’une hypertension ou d’une pathologie coronarienne. 

Il existe dans les cardiomyopathies, des maladies qui touchent les valves cardiaques 

principalement les valves mitrales et aortique, on parle alors de valvulopathie. Les lésions 

valvulaires peuvent être causées par des calcifications valvulaires ou par des anomalies de 

formation des valves. Chez l’homme les lésions valvulaires conduisent à la formation 

d’œdèmes pulmonaires ou périphériques et à une faible tolérance à l’exercice. Les traitements 

actuels sont essentiellement chirurgicaux (Houser et al., 2012). 
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La cardiomyopathie restrictive se caractérise par une augmentation excessive de la 

pression diastolique causée par une perte de la compliance des ventricules. Ceci peut être dû à 

une fibrose au niveau du myocarde causée par différentes maladie infectieuses qui touchent le 

cœur. Dernièrement, il a été montré que la cardiomyopathie restrictive pouvait avoir des 

origines génétiques. En effet, des mutations sur certaines protéines du cytosquelette ont été 

identifiées comme des mutations sur les gènes de la troponine I ou la troponine T. Les 

mutations sur une de ces protéines du sarcomère peuvent entraîner une cardiomyopathie 

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

Les insuffisances cardiaques causées par une hypertension sont la principale cause 

d’infarctus. L’hypertension artérielle touche principalement les personnes âgées, obèses ou les 

personnes diabétiques de type 2. Elle débute par une hypertrophie concentrique, s’exprimant 

par un épaississement des parois des ventricules et donc à une diminution du volume 

diastolique qui peut entraîner une diminution de la fraction éjection. Avec la progression de la 

maladie le cœur s’hypertrophie, avec un amincissement des parois du ventricule et une 

augmentation du volume diastolique du cœur. Les causes de l’hypertension sont variées ce qui 

conduit à une variété de traitements différents (Houser et al., 2012). 

Un autre type de cardiomyopathie est la cardiomyopathie dilatée qui se caractérise par 

une dilatation ventriculaire gauche ou/et droite avec une dysfonction systolique et diastolique 

du cœur. Les causes primaires de la cardiomyopathie dilatée sont d’origine génétique. En 

effet, des mutations sur des gènes des protéines du cytosquelette, du sarcolèmme ou du 

sarcomère peuvent conduire à cette pathologie (Watkins et al., 2011). La cardiomyopathie 

dilatée peut également être une conséquence d’une maladie antérieure comme une maladie 

coronarienne ou suite à un infarctus du myocarde ou une conséquence de l’hypertension. Les 

marqueurs histologiques de la cardiomyopathie dilatée sont une hypertrophie des 

cardiomyocytes, présence de fibrose, une mort progressive des cardiomyocytes (apoptose, 

nécrose ou autophagie). Ceci cause une altération des fonctions cardiaques avec des 

anomalies dans la fonction systolique et diastolique du cœur, 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 à une cardiomyopathie sont les 

mutations qui touchent directement les protéines du sarcomère (Harvey and Leinwand, 2011) 

(tableau 1). Ces mutations causent des désorganisations du sarcomère qui conduisent à une 

perte de la contraction. Les mutations sur des gènes ont déjà été identifiées comme étant la 

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

les voies de signalisation conduisant à une insuffisance cardiaque sont encore peu connus. En 

effet, souvent les voies de signalisation qui induisent l’insuffisance cardiaque viennent bien 

souvent se mêler aux voies de signalisation de compensation du cœur. 

Cardiomyopathies Gènes mutés Pathologies 

Cardiomyopathie 

Hypertrophique 

Chaine lourde de myosine-β 

α-tropomyosine 

Troponine-T/I/C 

α-actinine 

Titine 

Téléthonine 

Augmentation de la masse du cœur 

Epaississement des parois du VD 

Augmentation de la taille des myocytes 

Diminution du volume diastolique 

Fibrose interstitielle 

 

 

Cardiomyopathie 

Dilatée 

Chaine lourde de myosine-β 

Desmine 

TAZ 

Titine 

α-actinine 

Troponine-T/I/C 

 

Amincissement des parois du VD 

Augmentation du volume diastolique 

Apoptose des cardiomyocytes 

 

Cardiomyopathie 

Restrictive 

Troponine I 

Desmine 

α-actinine 

 

Apoptose 

Fibrose 

Désorganisation myofibrillaire 

 

Tableau 1 : Cardiomyopathies : causes génétiques et conséquences d’après (Harvey and 

Leinwand, 2011) modifié. 
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 Les modèles in vitro et l’utilisation de souris génétiquement modifiées ont permis 

d’identifier des voies de signalisation impliquées dans l’insuffisance cardiaque. L’expression 

de certains gènes a été identifiée in vitro comme induisant l’hypertrophie des cardiomyocytes. 

Les plus étudiées sont les voies de l’endothéline, angiotensine II, des récepteurs couplés aux 

protéines Gq, la voie Ras et la voie de l’IGF-I (Hunter and Chien, 1999) (Reiss et al., 1996), 

(Powell-Braxton et al., 1993), (Donath et al., 1998). Il existe une multitude de voies de 

signalisation impliquées dans l’insuffisance cardiaque (Mudd and Kass, 2008) (figure 11).  

Récemment, ShcA (Src homoly and collagen homology), une protéine adaptatrice, a 

été identifiée comme jouant un rôle dans la formation et la fonction cardiaque (Hardy et al., 

2007) ; (Vanderlaan et al., 2011).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 11 : Les voies de signalisation impliquées dans l’insuffisance cardiaque (Mudd 

and Kass, 2008) 
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2. Src homology and collagen protein A (ShcA) 

Les protéines shc sont des protéines adaptatrices capables de se fixer aux récepteurs à 

activité tyrosine kinase intrinséque (RTK). Toutes les protéines Shc possèdent une 

architecture commune : un domaine PTB (phosphotyrosine binding-domain) en N-terminal, 

un domaine SH2 (Src homology 2 domain) en C-terminal et entre les deux un domaine CH1 

(collagen homology 1) qui possède des résidus tyrosines pouvant être phosphorylés (figure 

12). Les protéines Shc peuvent être phosphorylées par une multitude de récepteurs à activité 

tyrosine kinase comme les récepteurs à l’EGF, au PDGF, à erbB-2, à l’IGFI...(Migliaccio et 

al., 1997) Les protéines Shc peuvent également être phosphorylées par des tyrosines kinases 

cytosoliques (TK) tel que Src et FAK (Migliaccio et al., 1997). Elles peuvent également se 

fixer à d’autres récepteurs qui ne possèdent pas d’activité tyrosine kinase intrinsèque comme 

LRP1 (Woldt et al., 2011) ou certaines intégrines (Wary et al., 1996). Une fois phosphorylé 

Shc forme un complexe stable grâce à son domaine SH2 et/ou à son domaine PTB avec les 

RTK et les récepteurs capables de recruter les TK cytosoliques. Le domaine CH1 phosphorylé 

de Shc peut se fixer au domaine SH2 de GRB2 qui forme un complexe constitutif avec SOS. 

Le recrutement de SOS à la membrane suffit à induire l’activation de Ras et la voie des 

MAPkinases (Figure 13) (Aronheim et al., 1994)  

Chez les mammifères 4 gènes shc ont été identifiés ShcA, ShcB et ShcC et récemment 

ShcD (Hawley et al., 2011) (figure12). ShcA (Shc1) est une protéine exprimée de façon 

ubiquitaire dans l’organisme, présente sous 3 isoformes p66, p52 et p46. Le Knock-Out de 

ShcA chez la souris est létal très tôt, à E11,5 de l’embryogenèse, dû à des anomalies 

cardiovasculaires. ShcB (Sck/Sli/Shc2) est présent sous une seule isoforme de 68kDa, ShcC 

(Rai/N-Shc/Shc3) comprend deux isoformes de 64kDa et 52kDa. Le KO de ShcB et ShcC est 

viable chez la souris cependant l’absence de ShcB et ShcC induit une diminution des 

neurones sensoriels nocicepteurs peptidergiques et non peptidergiques (Sakai et al., 2000). 

Récemment, Shc D (Shc 4/RaLP) a été identifié comme jouant un rôle dans le développement 

embryonnaire, on le retrouve essentiellement dans les précurseurs des cellules du système 

nerveux central, des muscles et des os (Wills and Jones, 2012)  
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Figure 12 : Architecture des protéines Shc d’après (Wills and Jones, 2012) modifié. (Y) 

tyrosine phosphorylable du domaine CH1 ; (S) serine phosphorylable du domaine CH2 de 

P66. PTB: Phosphotyrosine binding-domain; SH2: Src homology 2 domain; CH: Collagen 

homology. 

2.1. ShcA 

 

ShcA est exprimé sous 3 isoformes p46, p52 et p66, ces trois isoformes sont issues de 

deux transcrits différents qui présentent des promoteurs indépendants. Un promoteur pour les 

isoformes p46/p52 et un autre pour l’isoforme p66. Les isoformes p46 et p52 sont produites à 

partir de codons Start différents au sein d’un même ARNm (Wills and Jones, 2012). 

L’isoforme p66, plus longue que les p46 et p52, possède un motif supplémentaire CH2 en N-

terminal (Ravichandran, 2001). Les isoformes p46 et p52 sont exprimées de façon ubiquitaire 

alors que l’isoforme p66 se retrouve absente de certaines lignées hématopoïétiques 

(Ravichandran, 2001). 
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ShcA peut être phosphorylé par les RTK au niveau de deux motifs tyrosine situés sur 

les Tyr239/240 et Tyr317 dans le domaine CH1. Une fois phosphorylées ces tyrosines peuvent 

recruter Grb2/SOS et induire l’activation de la voie des MAPK (Wills and Jones, 2012). La 

voie des MAPK est la voie de signalisation la plus décrite impliquant ShcA.  

En dehors des récepteurs à activité tyrosine kinase, il existe d’autres récepteurs sans 

activité tyrosine kinase et des kinases cytosoliques capables de recruter ShcA pour induire des 

voies de signalisation. Des kinases cytosoliques comme FAK (Focal adhesion kinase) 

(Schlaepfer et al., 1999), v-Src et c-Src ont déjà été identifiées comme pouvant phosphoryler 

ShcA au niveau de ses motifs tyrosine dans le domaine CH1 (McGlade et al., 1992). Les 

intégrines font partie de la famille des récepteurs sans activité tyrosine kinase intrinsèque qui 

sont capables de recruter ShcA au niveau de leur partie intracellulaire. Les intégrines sont des 

récepteurs membranaires capables de faire le lien entre la matrice extracellulaire et le 

cytosquelette des cellules. Les intégrines permettent également de traduire les messages 

chimiques ou mécaniques au sein de la cellule. Le domaine intracellulaire des intégrines peut 

également être phosphorylé par des kinases cytosoliques. Certaines intégrines ont déjà été 

décrites comme pouvant recruter ShcA comme les intégrines α6β4, α2β1, α1β1, α5β1 et αvβ3 

(Wary et al., 1996) (Figure 13). 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Les différentes voies d’activation de ShcA 
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 Certaines études sur ShcA confèrent un rôle supplémentaire et différent à l’isoforme 

p66.  

 

2.2. L’isoforme p66 de ShcA 

L’isoforme p66 de ShcA est essentiellement localisée au niveau mitochondrial. Elle 

joue un rôle essentiel dans la transduction du signal de mort cellulaire via la voie de 

signalisation p53. Par l’intermédiaire de son domaine CH2 supplémentaire en N-Terminal, 

p66 contrôle la réponse au stress oxydant et ainsi la survie cellulaire. En effet, chez les souris 

KO p66 (p66Shc-/-), il a été montré que l’absence de p66 leur permettait de résister au stress 

oxydant ce qui conduisait à une augmentation de l’espérance de vie de 30% (Migliaccio et al., 

1999). Plusieurs groupes se sont intéressés à p66 dans le vieillissement de la paroi vasculaire 

mais également dans différentes pathologies cardiovasculaires comme l’athérosclérose et 

l’insuffisance cardiaque. Dans l’athérosclérose, l’absence de p66 a un effet protecteur dans la 

formation des plaques d’athérome, ceci étant corrélé à une diminution au niveau systémique 

et tissulaire de stress oxydant ce qui protège les vaisseaux des lésions au niveau de 

l’endothélium (Napoli et al., 2003). Au niveau cardiaque aucun phénotype visible n’a été 

identifié chez les souris p66Shc-/-, cependant le knock-out spécifique de l’isoforme p66 de 

ShcA chez la souris semble développer une plus grande tolérance à des doses élevées 

d’angiotensine II. L’angiotensine II se fixe sur les récepteurs couplés aux protéines G AT1. 

Elle est impliquée dans la sénescence des cellules cardiaques des patients souffrant 

d’hypertension, d’athérosclérose ou de diabète. Ainsi, l’absence de p66 pourrait protéger des 

conséquences cardiovasculaires liées à ces maladies (Graiani et al., 2005). Le rôle 

cardioprotecteur en l’absence de p66 a également été montré dans les cardiomyopathies 

diabétiques (Rota et al., 2006). 

p66 peut également jouer un rôle de rétrocontrôle négatif des voies de signalisation 

activées par ShcA comme pour la voie de l’EGF (epidermal growth factor) où les isoformes 

p52, p46 activent la voie des MAP kinases alors que l’isoforme p66 peut en plus inhiber cette 

voie dans les fibroblastes embryonnaires de souris (Migliaccio et al., 1997). En effet, 

l’isoforme p66 phosphorylées en tyrosine au niveau du domaine CH1 par le récepteur à l’EGF 

va recruter le complexe GRB2/SOS et activer la voie des MAPKinases. Cependant dans un 

premier temps une deuxième phosphorylation par MEK ou/et ERK (l’origine et la nature de la 

kinase n’est pas clairement définie) (Okada et al., 1997) en sérine/thréonine sur son domaine 
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CH2 supplémentaire vient déstabiliser la liaison de p66 au récepteur mais conserve 

l’interaction avec Grb2/SOS intacte. Cela induit la séquestration de Grb2/SOS qui ne pourront 

plus être recrutés à la membrane par les autres isoformes de Shc (Okada et al., 1997) 

(Migliaccio et al., 1997). 

2.3. ShcA dans le cœur 

ShcA joue un rôle essentiel dans la formation du cœur au cours de l’embryogenèse. En 

effet, la délétion des exons 2 et 3 de ShcA par recombinaison homologue conduit à la 

production d’une protéine tronquée pour une partie du domaine PTB. Cette protéine tronquée 

est non fonctionnelle selon les auteurs. Les souris KO ShcA meurent à E11,5 ce qui est dû, 

entre autres, à des anomalies dans l’organogenèse du cœur (Lai and Pawson, 2000). Les 

embryons de souris qui n’expriment pas ShcA ont des cœurs avec des parois ventriculaires 

plus fines et irrégulières avec la présence de trabécules à l’intérieur du ventricule (Lai and 

Pawson, 2000). Les études in vitro sur les fibroblastes embryonnaires des souris KO ShcA ont 

montré qu’en l’absence de ShcA les fibroblastes étaient moins sensibles aux effets des 

facteurs de croissance. En effet, il faut des concentrations 50 fois plus élevées en EGF et 25 

fois plus élevées en PDGF-BB pour induire la même activation de ERK2 que dans les 

fibroblastes contrôles. La présence de ShcA dans les fibroblastes embryonnaires de souris 

facilite l’induction de la voie des MAPK lorsque les cellules adhérent à fibronectine. De plus 

ShcA est essentiel à la formation de points d’adhésion focaux et à l’organisation du 

cytosquelette des fibroblastes embryonnaires de souris. Ceci est corrigé lorsque l’isoforme 

p52 est réexprimée dans les cellules (Lai and Pawson, 2000). Une étude fonctionnelle des 

domaines de ShcA a également été réalisée par la même équipe afin d’identifier les domaines 

impliqués dans ce processus. Le domaine PTB de ShcA est essentiel à la formation du cœur 

durant l’embryogenèse alors que la phosphorylation des tyrosines du domaine CH1 n’est pas 

nécessaire au développement du cœur. En revanche, l’absence de phosphorylation du domaine 

CH1 de ShcA cause une perte de coordination des mouvements de la souris. Cette absence de 

coordination est causée par une malformation du fuseau musculaire impliqué dans le système 

de proprioception de la souris (Hardy et al., 2007). Récemment, l’équipe du professeur 

Pawson a élucidé le rôle de ShcA dans la fonction cardiaque post-natale en développant un 

modèle de souris qui n’exprime plus le domaine PTB de ShcA spécifiquement dans les 

cardiomyocytes ventriculaires grâce au système cre-lox et au promoteur de la chaîne légère de 

myosine (CKO ShcA). L’excision de ShcA est observée à partir de 2 semaines sur des 
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préparations de cardiomyocytes purifiés (Vanderlaan et al., 2011). Dans cette étude, les 

auteurs ont montré que les souris CKO ShcA développent les premiers signes d’une 

insuffisance cardiaque dès l’âge de 3 mois avec une diminution de la fonction cardiaque et 

une dilatation du ventricule gauche. Cependant, aucune anomalie au niveau des 

mitochondries, ni au niveau myofribrillaire n’a été observée (Vanderlaan et al., 2011). Seule 

l’étude sur des cardiomyocytes isolés a montré que l’absence de ShcA augmentait la 

contractilité des cardiomyocytes dû à une hypersensibilité au calcium (Vanderlaan et al., 

2011). Les auteurs ont montré que l’absence de ShcA induisait une altération de la matrice 

extracellulaire due à une hyperactivité des métalloproteinases matricielles (MMP) comme la 

MMP9 et MMP2. 
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Objectif 
ShcA est une protéine adaptatrice qui a la capacité de se lier à un certain nombre de 

récepteurs qui sont par ailleurs des récepteurs jouant un rôle important dans l’insuffisance 

cardiaque, tels que les intégrines, l’IGFr, Erbb2… Par ailleurs, ShcA est une protéine qui joue 

un rôle important dans la formation du cœur au cours de l’embryogenèse. Afin de mieux 

comprendre le rôle de ShcA dans la fonction cardiaque nous avons utilisé un modèle de souris 

déficientes en ShcA spécifiquement dans le cœur.  

 

Objectif 1 : Caractérisation phénotypique des souris déficientes en ShcA dans le cœur. 

Objectif 2 : Implication de ShcA dans les voies de signalisation du cœur.  

Objectif 3 : Rôle de ShcA dans l’architecture du cardiomyocyte. 
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Matériel et Méthodes 
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3. Matériel et méthodes 

3.1. Modèle Animal 

3.1.1. Génération des souris déficientes en ShcA tissu spécifique 

3.1.1.1. Souris ShcA flox/flox 

Pour supprimer l’expression de ShcA dans un tissu spécifiquement nous avons utilisé le 

système Cre-lox. Brièvement, des sites lox sont introduits de part et d’autre de la séquence du 

gène ou d’une partie de la séquence du gène à supprimer. Ces sites lox d’une trentaine de 

nucléotides sont reconnus par une enzyme, la Cre-recombinase, qui va exciser la partie se 

trouvant entre les sites lox et refermer pour ne laisser qu’un seul site lox. Dans le cas de 

ShcA, des sites lox ont été introduits du côté 5’ en amont de l’exon 2 et du côté 3’ en aval de 

l’exon 8. 

3.1.1.2. Génération des souris Sm22 ShcA (SmShcA-) 

 Les souris Sm22 ShcA n’expriment plus ShcA précocément dans le cœur à partir du 

7ème jour de développement de l’embryon et dans les cellules musculaires lisses. Pour 

obtenir les SmShcA-, des souris transgéniques SM22Cre (The 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 identifiés grâce à un système de tatouage sur les 

phalanges et un bout de queue est récupéré. Le bout de queue est alors digéré toute la nuit au 

bain marie à 55°C dans 500µl/échantillon d’un tampon de digestion (Tris 50mM ; EDTA 

pH8,5 5mM, SDS 1% ; NaCl 0,2M, 1,6mg/ml protéinase K). Une fois digéré, on ajoute 500µl 
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de phénol/chloroforme par échantillon que l’on vortexe pendant 30sec à 1min. Le mélange est 

centrifugé 5min à 14000rpm pour séparer la phase aqueuse (supérieure) et la phase organique 

(inférieure). La phase aqueuse est récupérée délicatement dans un nouveau tube Eppendorf 

1,5ml sans toucher à la phase organique. L’ADN est précipité en ajoutant 1/10 de volume 

d’acétate de sodium 3M et 2 volumes d’éthanol 100% froid. Après avoir mélangé 2 à 3 fois 

délicatement par inversement, l’ADN est culotté au fond du tube par centrifugation, 15min à 

14000rpm. Le surnageant est éliminé et le culot d’ADN obtenu est lavé avec de l’éthanol 70% 

puis centrifugé 5min à 14000rpm. L’éthanol 70% est éliminé et le culot est séché jusqu’à 

l’obtention d’un culot transparent que l’on resuspend dans 100µl d’eau stérile. 

3.2.1.2. PCR 

Afin d’identifier le génotype des souris, 3 programmes PCR ont été créés. Un 

programme permettant d’identifier les sites lox présents sur les 2 allèles, un autre permettant 

d’identifier la présence de la Cre recombinase et un dernier permettant de confirmer l’excision 

de la partie du gène shcA. Liste des amorces utilisées : 

Site Lox 
GGGCAGGCCTTTGAGTTGCG 

GGGCTGTAACTCCACCCTAGG 

Gène de la Cre recombinase 

GCTGCCACGACCAAGTGACAGCAATG 

GTAGTTATTCGGATCATCAGCTACAC 

Excision de ShcA 
GCCCAAGCACATCTGAGGCTTTCTG 

GGGCTGTAACTCCACCCTAGG 
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3.2.2. Analyse transcriptionnelle 

3.2.2.1. Prélèvement des échantillons 

Les souris sont anesthésiées avec une dose de 200µl/30g d’un mélange de kétamine/xylazine 

(250u/125u dans 1,1ml de PBS). Après vérification de l’anesthésie, l’abdomen de la souris est 

humidifié avec de l’éthanol pour éviter de contaminer les organes avec des poils qui peuvent 

être porteurs de RNase et DNase. L’abdomen est ouvert jusqu’à la cage thoracique, qui est 

ensuite éliminée. La souris est alors perfusée avec du PBS RNase/DNase free. Brièvement, 

l’oreillette droite est incisée et le PBS est injecté doucement dans le ventricule gauche jusqu’à 

ce que les organes, principalement le foie et les reins, s’éclaircissent. Pour une extraction 

immédiate, les morceaux d’organes sont placés dans 500µl de TRI reagent (Sigma) sinon les 

organes sont mis dans un tube Eppendorf 1,5ml, congelés directement dans de l’azote liquide 

puis stockés à -80°C jusqu’à utilisation. Les organes sont broyés dans le trizol à l’aide d’un 

pilon adapté au tube Eppendorf et relié à un moteur qui permet de faire des rotations à grande 

vitesse. Le mélange est homogénéisé à l’aide d’aiguilles 18G, puis incubé 5min à température 

ambiante La suspension est conservée à -20°C jusqu’à extraction. 

3.2.2.2. Extraction d’ARNm 

Après décongélation des échantillons sur glace, 200µl de chloroforme sont ajoutés par 

échantillons. Le mélange est homogénéisé par inversement 4 à 5 fois avant d’être centrifugé 

15min à 12000rpm à 4°C. Après centrifugation on obtient 2 phases. Pour certains tissus 

comme les tissus riches en gras, il est possible d’obtenir jusqu’à 3 phases. Mais seule la phase 

aqueuse (supérieure) est récupérée délicatement dans un nouveau tube Eppendorf 1,5ml. 

L’ARN est précipité en ajoutant 500µl d’isopropanol puis centrifugé 10min à 12000rpm à 

4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est lavé avec de l’éthanol 75% pour éliminer les 

traces d’isopropanol puis centrifugé 5min à 12000rpm à 4°C. Le culot est séché à température 

ambiante et repris dans 10 à 20µl d’eau traitée au diéthylpyrocarbonate (DEPC). 
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3.2.2.3. Reverse transcriptase 

Les ARN sont dosés par spectrométrie UV pour préparer des solutions de 2µg d’ARN dans un 

volume de 50µl. Les ARN extraits sont rétrotranscrits en ADN complémentaire à l’aide du 

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

3.2.2.4. PCR quantitative en temps réel 

La PCR quantitative consiste à étudier l’amplification d’un produit basée sur la 

fluorescence durant la réaction de PCR. Elle mesure le nombre de cycles nécessaires (Ct) pour 

obtenir une quantité fixée de produits d’amplification. Des gènes de référence sont utilisés 

pour normaliser les résultats. Le plus souvent, on utilise la GAPDH, la sous-unité 18S du 

ribosome… Les analyses en qPCR en temps réel sont réalisées en utilisant le fluorochrome 

intercalant à l’ADN, le SYBR® Green I (1X SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems)). Les amorces sont designées avec Universal ProbeLibrary Assay Design Center 

(http://www.roche-applied-science.com) puis les conformations secondaires sont analysées 

avec Beacon Designer (http://www.premierbiosoft.com) et blastées sur 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Pour les gènes déjà décris dans la 

littérature, les amorces publiées sont également utilisées. Dans d’autres cas, les amorces déjà 

testées dans la bibliothèque d’amorces de l’école de médecine d’Harvard ont été utilisées 

(http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank),(en Annexe liste d’amorces utilisées). Le Mix de 

qPCR est composé de 5µl d’ADNc à 5ng/µl ; 10µl de Mix Sybr Green et 1µl d’amorces sens 

et anti-sens à 7,5µM pour une concentration finale de 300nM. Les réactions de PCR en temps 

réel sont réalisées dans un appareil 7900 HT (Applied Biosystems). Chaque échantillon est 

analysé en duplicata. Le programme d’amplification est constitué de trois étapes : activation 

de l’enzyme à 95°C 10min, dénaturation à 95°C 15s puis amplification à 65°C 1min. Les 

étapes de dénaturation-amplification sont répétées pendant 40 cycles. 

3.2.3. Analyse Protéique 

3.2.3.1. Extraction protéique 

Les prélèvements pour l’analyse protéique sont effectués de la même manière que 

pour l’extraction d’ARN (cf Partie 3.2.2.1.). Sauf que les échantillons sont récupérés dans un 

tampon de lyse (HEPES 10mM ; Triton-X100 1% ; SDS 0,1% ; NaCl 150mM ; EDTA 2mM ; 

NaF 50mM ; Na3VO4 2mM ; sodium déoxycholate 0,1% ; Na2HPO4 1,53mM ; pH 7,4 avec du 
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NaH2PO4 10mM) avec des inhibiteurs de protéases, SIGMAFAST™ Protease Inhibitor 

Tablets (Sigma). Les échantillons sont broyés sur glace dans le tampon de lyse puis 

centrifugés 30min à 12000rpm à 4°C. Le surnageant est récupéré dans un nouveau tube puis 

dosé par technique colorimétrique de Bradford (Biorad). La concentration est obtenue par 

lecture au spectrophotomètre à une longueur d’onde de 595nm et rapportée à une gamme 

étalon d’albumine sérique bovine. 

3.2.3.2. Analyse par western-Blot 

Les protéines (20 à 80µg) sont mélangées à un volume équivalent de tampon Laemmli 

2x (62,5mM Tris-HCl, pH 6,8 ; 25% glycérol ; 2% SDS ; 0,01% bleu de bromophénol) auquel 

on ajoute 1/20 de volume de β-mercaptoéthanol. Le mélange est homogénéisé puis les 

protéines sont dénaturées 5 à 10min à 95°C. Les protéines sont ensuite séparées sur gel 

d’électrophorèse dénaturant (SDS-PAGE) d’une concentration variable en fonction de la taille 

de la protéine d’intérêt (15% pour les faibles poids moléculaires, 12% pour les poids 

intermédiaires et 10% pour les hauts poids moléculaires). La migration est effectuée pendant 

2h30 à 130V dans un tampon de migration (Tris-HCl, pH 8,5 à 25mM ; glycine 250mM ; 

SDS 0,1%). Après la migration, les protéines sont transférées sur une membrane de 

nitrocellulose tamponnée au préalable dans un tampon de transfert (Tris-HCl 25mM pH 8,5 ; 

glycine 250mM ; éthanol 20%). Le transfert est effectué à 4°C à 100V pendant 1h45 à 2h30 

en fonction de la taille de la protéine d’intérêt et du maillage du gel d’acrylamide). Après le 

transfert, la membrane est incubée pendant 1h à température ambiante dans un tampon de 

blocage composé de Tris Buffered Saline, avec 0,05% de Tween® 20, pH 8,0 (Sigma) 

(TBST) en présence de 5% de lait s’il s’agit de protéines de cellules ou 5% de BSA s’il s’agit 

de protéines issues d’organes afin de saturer les sites non spécifiques. Les membranes sont 

ensuite incubées toute la nuit à 4°C avec l’anticorps primaire dilué dans du nouveau tampon 

de blocage. Après incubation, la membrane est lavée 1 fois 10min et 4 fois 5min avec du 

TBST puis incubée avec l’anticorps secondaire conjugué à la peroxydase appropriée dilué 

dans du TBST en présence de 5% de lait (même si le blocage était réalisé avec de la BSA). 

Les membranes sont ensuite lavées 5 à 8 fois 5min dans du TBST afin d’éliminer l’excès 

d’anticorps secondaire. La révélation est réalisée grâce à une réaction de chimiluminescence 

en utilisant le système ECL et les membranes sont exposées à un film autoradiographique 

(Hyperfilm ECL, Amersham Phamacia Biotech). Le poids moléculaire des bandes spécifiques 

obtenues est déterminé grâce à la migration d’un marqueur de poids moléculaires connus 



44 

 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas). L’intensité relative des bandes est 

déterminée grâce au logiciel Scion. 

3.2.4. Phosphorylation in vitro des domaines Zis1 et Zis5 de titine 

3.2.4.1. Clonage des domaines Zis1 et Zis5 de titine 

• PCR 

Les domaines Zis1 et Zis5 de titine sont amplifiés à partir d’ADNc de cœur d’embryons de 

souris âgées de E18,5. Un tag poly-histidine est intégré aux domaines Zis1 et Zis5 en 5’ par 

PCR. Les amorces utilisées pour le clonage sont les suivantes : 

Zis1 

Amorce sens : 

5’-taaagaattccatcatcaccatcaccactccactgcagaattggtggttcaag-3’ 

Amorce anti-sens : 

5’-taaaggatccttaggtagagcttgtcattgtcgtctctc-3’ 

Zis5 

Amorce sens : 

5’-taaagaattccatcatcaccatcaccaccattgcaagatgtctggatat-3’ 

Amorce anti-sens : 

5’-taaaggatccttacagtgactgagttccatcttc-3’ 

 

Les domaines sont insérés dans le plasmide pASK-IBA3 plus (Cadeau de Maria Zeniou) entre 

les sites EcoRI et BamHI. Les PCR sont effectuées en utilisant le kit HotStar HiFidelity 

Polymerase (Qiagen) suivant le protocole du fournisseur.  

Programme PCR :  

95°C�5min ; (94°C�15 sec ; 52°C�1min ; 72°C�50 sec)*30 cycles ; 72°C�10min. 

Après digestion des produits d’amplification par les enzymes EcorI et BamHI, la ligation (Kit 

Takara) du vecteur et de l’insert est réalisée avec le kit Takara selon les recommandations du 

fournisseur. 

• Milieu de culture  

Le milieu complet LB (milieu Luria Bertani : bacto-tryptone 1%, extrait de levure 0,5%, NaCl 

1%) a été utilisé. Les milieux gélosés (sur boîtes de Pétri) ont été obtenus par addition de 15g 
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d'agar par litre de milieu LB. De plus, ces milieux ont été supplémentés ou non en 

antibiotiques (ampicilline à 50mg/L). 

• Préparation des bactéries compétentes DH5α 

Une pré-culture de bactéries est réalisée dans 5ml de milieu LB et incubée une nuit à 37°C 

sous agitation. Cette pré-culture est ensuite diluée au 1/100 dans 100ml de milieu LB et la 

culture fraîchement ensemencée est incubée à 37°C sous agitation jusqu’à ce que la DO600 soit 

comprise entre 0,3 et 0,6 max. Les bactéries sont alors placées 15 minutes à 4°C. La culture 

est ensuite centrifugée à 4°C pendant 20min à 3000rpm. Après élimination du milieu LB, les 

bactéries sont remises en suspension dans 50ml d’une solution de CaCl2 100mM froid puis 

laissées 20 minutes sur glace afin de perméabiliser les membranes. Les bactéries sont 

centrifugées 20min à 5000rpm. Le culot est remis en suspension dans 1ml d’une solution de 

CaCl2 100mM froid et incubé 30 minutes sur glace. Les bactéries ainsi préparées sont dites 

compétentes, c’est-à-dire capables d’incorporer de l’ADN exogène. Les bactéries compétentes 

peuvent ensuite être conservées à -80°C.  

• Transformation des bactéries DH5α 

Un tube de 50µL de bactéries compétentes (conservées à -80°C) est placé dans la glace. Puis 

l’ADN plasmidique est mélangé doucement aux bactéries compétentes. Après une incubation 

d’une demi-heure sur glace, les bactéries fragilisées sont placées pendant 45sec à 42°C. Ce 

choc thermique crée des pores dans les membranes bactériennes par lesquels l’ADN d’intérêt 

peut entrer. 500µL de milieu LB sont ajoutés. Une incubation d’une heure à 37°C permet la 

reprise de la culture bactérienne et l’expression du gène de la résistance à l’ampicilline. Puis 

chaque transformation est étalée sur milieu LB solide (+ Ampicilline 50mg/ml) de façon 

stérile. Les boîtes de Pétri sont placées toute la nuit à 37°C. 

• Extraction d’ADN plasmidique Mini Prep (Qiagen) 

Ce kit permet de purifier à partir d'une petite quantité de bactéries, 1-2µg de plasmide d’ADN 

recombinant, après lyse de la paroi bactérienne, digestion enzymatique des ARNs et 

précipitation de l’ADN plasmidique (protocole du fournisseur). 

• Digestion par des enzymes de restriction 

Compte tenu de la carte de restriction des plasmides, des sites de restriction spécifiques ont 

été déterminés afin de vérifier la nature des plasmides utilisés. Le nombre et la taille des 

fragments d'ADN issus de la digestion enzymatique sont vérifiés par migration 

électrophorétique du plasmide recombinant sur gel d'agarose 0,7%.  

• Electrophorèse sur gel d’agarose 
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Les fragments d’ADN sont analysés selon leur poids moléculaire par migration sur gel 

d’agarose 0,7% dans du tampon de migration TAE 5X (Tris-HCl 10mM ; EDTA 1 mM ; 

acide acétique froid ; pH 8). Un marqueur de poids moléculaire (1kb DNA Ladder, Promega) 

permet de déterminer la taille des fragments analysés. À pH=8 (pH de la solution tampon), 

l’ADN est chargé négativement et migre vers l’anode. Après migration, les acides nucléiques 

sont colorés au bromure d’éthidium (BET), un réactif intercalant qui se fixe entre les bases 

nucléiques à l'intérieur de la double hélice ce qui rend l'ADN fluorescent sous éclairage UV. 

• Purification des plasmides 

Une fois construite, la séquence de ces plasmides a été vérifiée par une carte de restriction 

puis par séquençage (GATC biotechnologie, Allemagne). Les purifications de plasmides pour 

les transfections ont été effectuées avec un kit Midiprep (Qiagen). 

 

3.2.4.2. Expression et purification des fragments Zis1 et Zis5 dans la 

bactérie 

• Expression des fragments Zis1 et Zis5 dans la bactérie 

Les DH5α sont transformées avec chaque plasmide, une pré-culture est réalisée dans 2ml de 

LB+ampicilline toute la nuit. 50ml de LB+ampicilline sont ensuite inoculés avec 100µl de 

pré-culture et incubés sous agitation à 37°C jusqu’à ce que la DO600 atteigne 0,5. L’expression 

des fragments Zis1 et Zis5 est induite pendant 5h par ajout d’anhydrotétracycline (2mg/ml 

dans l’éthanol) (IBA) pour avoir une concentration finale de 200µg/L. L’induction de 

l’expression des fragments est vérifiée par Western Blot suivie d’une coloration au bleu de 

Coomassie. Apres migration, les gels sont fixés dans une solution de fixation (10% v/v 

d’acide acétique ; 25% d’isopropanol et 65% H2O) pendant 30min à température ambiante. 

Les gels sont ensuite incubés 2h dans une solution de Bleu de Coomassie (10% v/v acide 

acétique ; 0,006% w/v Coomassie brilliant blue G-250 ; 90% H2O). Les gels sont ensuite 

décolorés dans une solution d’acide acétique 10% le temps nécessaire. Un Western Blot avec 

un anticorps anti-poly-histidine a également été réalisé pour vérifier la présence du Tag. 

• Purification des fragments Zis1 et Zis5 sur colonne Nickel 

La purification sur colonne Nickel a été effectuée en 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 200µl/30g d’un mélange de kétamine/xylazine 

(250u/125u dans 1,1ml de PBS). Après vérification de l’anesthésie, les organes sont prélevés 

et rincés dans du PBS pour éliminer un maximum de sang avant d’être fixés dans du PFA 4% 

(pour les immunomarquages) ou dans de la formaline tamponnée (pour les colorations 

d’histologie) pendant 24h. Apres la fixation, les échantillons sont conservés dans de l’éthanol 

70% jusqu'à inclusion dans la paraffine. 

3.2.5.2. Inclusion en paraffine 

L’inclusion en paraffine permet de rigidifier le tissu en l’imprégnant de paraffine. Cela 

va permettre de réaliser des coupes fines et régulières allant jusqu’à 5µm d’épaisseur. Pour 

cela les tissus subissent des bains de pourcentage croissant en éthanol allant de 70% jusqu’à 

100% puis un bain d’histosol afin d’éliminer l’eau et l’éthanol qui ne sont pas miscibles à la 

paraffine. Une fois fixés, les tissus sont orientés dans un moule rempli de paraffine afin de 

réaliser des sections dans les plans désirés. Le bloc de paraffine obtenu est placé sur un 

microtome afin de réaliser des coupes de 5µm. Les coupes sont récupérées sur des lames en 

verre superfrost plus (VWR, France) et maintenues avec une solution de gélatine. 

3.2.5.3. Colorations Histologiques 

• Coloration Hématoxyline et Eosine 

Les colorations sont effectuées à l’IGBMC avec un automate. La coloration 

Hématoxyline/Eosine (H/E) met en évidence les noyaux en bleu, violet foncé à noir et le 

cytoplasme, le collagène et la kératine en rouge. Brièvement, les lames sont réhydratées 

dans des bains de pourcentage décroissant en éthanol puis dans l’eau. Les lames sont 

ensuite plongées dans une solution d’hématoxyline de Harris pendant 3min puis rincées à 

l’eau du robinet pendant 3min et décolorées dans une solution d’alcool acide (1ml HCl 

37% dans 70% éthanol) pendant 2sec. Après lavage à l’eau du robinet pendant 3min les 

lames sont plongées dans une solution d’éosine 0,1% pH 4-5 pendant 30sec et rincées à 

l’eau. Les échantillons sont alors déshydratés dans des bains d’éthanol et montés entre 

lame et lamelle avec de l’Eukitt (Labonord). 
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• Coloration Trichrome de Masson 

Cette coloration met en évidence les noyaux en bleus, les cytoplasmes en rose/rouge/violet et 

les fibres de collagène en vert. Les lames préparées sont colorées par l’hématoxyline de Harris 

pendant 3min, rincées à l’eau courante et colorées à la fuchsine ponceau (1 vol de fuchsine 

acide 1% avec 2 volumes de ponceau de xylidine 1% dilué dans l’acide acétique 1%). Après 

lavage à l’eau courante, les échantillons sont plongés pendant 3min dans une solution d’acide 

phosphomolybdique à 5mg/ml dilué dans l’eau distillée. Après une décoloration rapide à l’eau 

acétifiée les lames sont colorées par une solution de vert lumière pendant 3 min (10mg/ml 

dans de l’eau acétifiée 1%). Les échantillons sont à nouveau décolorés dans une solution 

d’eau acétifiée 1%. Ils sont ensuite déshydratés par des bains successifs d’éthanol puis montés 

entre lame et lamelle avec de l’Eukitt. 

3.2.6. Microscopie électronique 

Les échantillons et les observations au microscope électronique sont effectuées à l’IGBMC 

dans le service de microscopie électronique par le Dr. Messadeck. Brièvement, les 

échantillons sont fixés par immersion dans 2,5% de glutaraldéhyde et 2,5% de Para-

formaldéhyde dans un tampon Cacodylate (0,1M, pH 7,4), puis post-fixés dans 1% de 

tétroxide d’osmium dans 0,1M de tampon cacodylate pendant 1h à 4°C. Les échantillons sont 

ensuite déshydratés par un gradient d’alcool (50,70, 90,100%) puis immergés dans de l’oxyde 

de propylène pendant 30min. Les échantillons sont ensuite inclus dans de l’Epon 812. Des 

coupes semi-fines de 2µm sont effectuées à l’aide d’un ultra-microtome (Leica Ultracut UCT) 

et colorées au bleu de Toluidine puis analysées par microscopie photonique. Des coupes ultra-

fines de 70nm sont réalisées et contrastées avec de l’acétate d’uranyle et du citrate de plomb. 

Ces coupes sont observées à 70kv avec un microscope électronique Morgagni 268D. Les 

captures d’image sont réalisées par une camera mega view III (Soft imaging System). 

3.2.7. Immunomarquage 

• Immunohistochimie sur coupes transversales d’aortes de souris fixées dans le para-

formaldéhyde incluses dans la paraffine  

Les coupes transversales d’aorte incluses dans la paraffine sont déparaffinées par de 

l’Histosol (shandon) et hydratées avec des bains successifs d’éthanol (100%, 95%) puis dans 
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l’eau. Une étape de démasquage des épitropes est réalisée, les coupes d’aortes sont immergées 

dans un bain d’acide citrique 0,01M pH 6 puis bouillies au micro-onde 4min à 900W. Une 

fois la solution refroidie pendant 15min à température ambiante, les lames sont immergées 

dans un bain de TBST 0,05% pendant 3min. Les coupes d’aortes sont délimitées à l’aide d’un 

stylo hydrophobe. Les sites non spécifiques sont bloqués pendant 1h à température ambiante 

avec un sérum de chèvre 2% dans du TBST dans une chambre humide afin d’éviter que les 

coupes sèchent. Les coupes sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire polyclonal anti-

ShcA (# 06-203, Upstate) dilué au 1/100 dans la solution de blocage toute la nuit à 4°C dans 

une chambre humide. Puis elles sont lavées 2 fois 5min dans du TBST 0,05% avant d’être 

incubées 1h à température ambiante avec l’anticorps secondaire couplé à un fluorochrome 

(Rhodamine Red-X-affinipure anti-IgG de lapin, # 111-296 047 ; Jackson Immunoresearch) 

dilué au 1/500 dans une solution de TBST 0,05% contenant 2% de sérum de chèvre. Les 

coupes sont lavées 2 fois 5min dans du TBST 0,05% puis une fois à l’eau distillée pendant 

5min. Elles sont ensuite montées entre lame et lamelle avec quelques gouttes d’une solution 

de Vectashield contenant du DAPI 1/10000 puis scellées avec du vernis à ongle. Les lames 

sont observées sur un microscope à fluorescence (Leica DMRX). 

3.2.8. Mesure des paramètres hémodynamiques de la souris 

3.2.8.1. Mesure de la pression artérielle systolique chez la souris 

Le principe de fonctionnement du dispositif est basé sur la méthode non-invasive (la 

pléthysmographie), ce qui a pour avantage de préserver les animaux lors de l’expérience. La 

mesure de la pression se fait selon le même principe que pour la mesure de la pression 

artérielle chez l’homme. Une pression contrôlée est appliquée sur l’artère de la queue du 

rongeur par le gonflement d’un ballonnet et simultanément le rythme cardiaque est mesuré par 

un détecteur. La pression induite par le ballonnet augmente jusqu'à la disparition du signal du 

rythme cardiaque. La pression est alors relâchée. Lorsque le signal du rythme cardiaque est de 

nouveau perçu, la valeur de pression correspond à la pression systolique. La pression artérielle 

est mesurée tous les jours sur une période de 15 jours. La méthode de mesure indirecte 

nécessite l’utilisation d’une plaque chauffante afin de permettre la vasodilatation de l’artère, 

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

Les échographies transthoraciques sont réalisées sur des souris de 2, 3 et 9 mois par le Pr. 

Monassier à l’aide d’un Sonos 5500 échocardiographe et un transducteur linéaire de 15 MHz 

(Philips). Les souris sont anesthésiées par voie gazeuse avec de l’isoflurane (2% dans de 

l’O2), la température des animaux est maintenue à 37°C, et une partie du thorax est épilé. La 

sonde à ultrasons est fixée sur un socle de support et orientée manuellement dans une position 

parasternale petit axe. Le mouvement et l’épaisseur de la paroi ventriculaire gauche antérieure 

et postérieure, ainsi que des diamètres ventriculaires sont évalués à partir d’au moins trois 

images acquises en 2D classique guidé en mode M (200mm/s). La fraction de 

raccourcissement (FC) est calculée selon la formule de Teichholz (Jakobsen et al., 2006). 

FC= (Diamètre du ventricule gauche en diastole - Diamètre du ventricule gauche en systole) 

Diamètre ventricule gauche en diastole *100 

3.2.8.3. Réactivité vasculaire 

Les mesures de réactivité vasculaire ont été effectuées avec le système de myographe à 

microvaisseaux (DMT620M Multi Chamber Myograph w/Touch Screen ; ADInstruments) en 

utilisant des aortes de souris. Immédiatement après le sacrifice de la souris, l’aorte est 

prélevée et isolée du tissu adipeux puis coupée en segments de 1,5 à 2mm avant d’être 

immergée dans un tampon Krebs (118mM NaCl ; 4,65mM KCl ; 25mM NaHCO3 ; 2,5mM 

CaCl2 ; 1,18mM MgSO4 ; 1,18mM KH2PO4 ; 5,5mM glucose) et oxygéné (95% O2, 5% CO2 

pour maintenir un pH 7,4). Les extrémités des fils sont attachées sur les supports du 

myographe à microvaisseaux. Un des supports est relié à un transducteur de force et l’autre à 

un micromètre gradué. Les étirements sont enregistrés sous forme de tension par un 

ordinateur en utilisant un système d’acquisition de données par le logiciel LabChart 

(ADInstrument). Le segment d’aorte est baigné dans 5 ml de solution de Krebs oxygénée. La 

solution est changée toutes les 15min environ. Le vaisseau est d’abord étiré durant une 

période de 10min puis laissé au repos sans tension 10min. Cette opération est répétée trois 

fois consécutives afin d’éviter les phénomènes d’hystérèse. Nous effectuons ensuite des 

étirements cumulatifs de 50µm avec une période de stabilisation (~ 3min) entre chaque 

étirement. Nous distendons le vaisseau jusqu’à atteindre ~ 2 à 3mN/mm (1mN = 102mg) 

dépendamment du diamètre du segment vasculaire. Ceci nous permet de tracer une courbe 

longueur-tension passive spécifique au vaisseau. La longueur d’étirement nécessaire est 
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determinée de façon à obtenir une circonférence équivalente à une tension passive de 

60mmHg sur le vaisseau suivant la loi de Laplace. Après une équilibration du vaisseau 

pendant 30min, la réactivité du segment vasculaire est évaluée par l’application de 80mM de 

KCl. Une fois le plateau de réponse atteint, nous vérifions si l’endothélium est encore présent 

en ajoutant 10-5 M d’acétylcholine, un agoniste cholinergique vasodilatateur endothélium 

dépendant. La solution de Krebs est ensuite changée plusieurs fois avant de laisser le vaisseau 

au repos 60min. À ce moment, on effectue une gamme croissante de phénylephrine (10-9 ; 3 

10-9 ; 10-8 ; 3 10-8 ;…, jusqu’à l’effet Max). 
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4. Résultats 

4.1. Caractérisation phénotypique des souris déficientes en 

ShcA dans le cœur 

Afin d’étudier le rôle de ShcA dans le cœur nous avons utilisé le promoteur Sm22 qui est 

activé très tôt durant l’embryogénèse dans le cœur à E7,5 (Li et al., 1996) ;(Yang et al., 2010). 

4.1.1. Génération des souris déficientes en ShcA dans le cœur 

 

Les souris ShcA floxées ont été réalisées dans notre laboratoire par le Dr Matz. Le gène ShcA 

comporte 12 exons. Afin d’exciser ce gène, des sites lox ont été insérés entre l’exon 1 et 2 et 

entre les exons 7 et 8 ce qui correspond au domaine PTB de ShcA. Après action de la Cre 

recombinase (Cre), les exons 2 à 7 seront excisés ce qui induira l’expression d’une protéine 

ShcA tronquée sans domaine PTB (que nous appellerons ici p34) (figure 14 (A)). Pour 

invalider spécifiquement le gène ShcA dans le système cardiovasculaire nous avons fait 

exprimer le gène de la Cre recombinase sous le contrôle du promoteur Sm22. La vérification 

de la présence de la Cre recombinase et de l’excision de ShcA est réalisée par PCR sur de 

l’ADN génomique de souris (Figure 14 (B)). Ces PCR permettent d’identifier la présence des 

sites lox sur les deux allèles, celle du gène de la Cre recombinase avec un contrôle interne 

d’amplification et l’excision des exons 2 à 7. Dernièrement, le promoteur Sm22 a été 

couramment utilisé pour invalider l’expression des gènes dans le système cardiovasculaire 

(Langlois et al., 2010; Malhowski et al., 2011). 
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Figure 14 : Détermination du génotype des souris SmShcA-.  (A) Représentation des allèles 

des souris ShcA floxées (WT) et des souris ShcA floxées après action de la Cre recombinase 

(SmShcA-). Ex1 : Exon1 (B) Analyse par PCR de la présence des sites lox sur les 2 allèles de 

la souris (+/+ : lox/lox ; +/- : lox/sauvage ; -/- : sauvage/sauvage), du gène de la Cre 

recombinase (Cre) et du gène tronqué de ShcA dans le génome de la souris, H2O : contrôle 

négatif. 
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4.1.1.1. Expression de ShcA dans le cœur 

 

Les précédentes études sur le rôle de ShcA dans l’embryogenèse n’ont pas mis en 

avant d’anomalie cardiaque avant E11,5 (Lai and Pawson, 2000). Nous avons donc choisi 

deux points de cinétique à E14,5 et à E18,5 pour vérifier l’excision de ShcA. Le 14ème jour 

de développement (E14,5) correspond à la fin de la compaction des ventricules et à la fin de la 

séparation des deux oreillettes (Savolainen et al., 2009). E18,5 correspond à la fin du 

développement des poumons de la souris ce qui rend les embryons viables hors de l’utérus. 

Nous avons donc vérifié par Western Blot l’excision de ShcA à E14,5, E18,5 et à l’âge adulte. 

Pour cela les cœurs des souris sont récupérés et préparés pour un Western Blot (figure 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Excision de ShcA dans le cœur à E14,5, E18,5 et 3 mois. Analyse par Western 

blot de l’excision de ShcA dans le cœur des souris Sm22ShcA-. WT= souris contrôle ; 

SmShcA- = souris qui exprime la Cre recombinase sous le contrôle du promoteur Sm22. 

Une légère expression de ShcA est observée chez les souris SmShcA- mais cela 

provient de l’expression dans les autres cellules qui composent le myocarde (fibroblastes, 

cellules endothéliales,...). De plus, la présence de la protéine ShcA tronquée (p34) nous 

confirme l’action de la Cre recombinase dans le lysat de cœur des souris SmShcA- à E14,5, 

E18,5 et à 3 mois. Ces résultats valident le modèle Sm22ShcA- comme étant le modèle où le 
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domaine PTB de ShcA est supprimé dans le cœur. La souris SmShcA- est le premier modèle 

de souris viable qui n’exprime plus le domaine PTB de ShcA dans le cœur à partir de E7,5. 

4.1.1.2. Expression de ShcA dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires 

 

Le promoteur Sm22ShcA est également exprimé dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires dans l’aorte dorsale à partir de E9,5 (Li et al., 1996); (Yang et al., 2010) donc les 

souris SmShcA- n’expriment également plus ShcA dans les cellules musculaires lisses des 

parois vasculaires. Un western blot réalisé sur des aortes entières de souris de 3 mois 

SmSchA- et contrôle (WT) nous montre bien une diminution de l’expression de ShcA et la 

présence de la protéine tronquée ShcA. La résolution de ce western blot nous permet de dire 

qu’il y a bien 2 isoformes tronquées de ShcA correspondant aux l’isoformes p52 et p46 

tronquées (Figure 16 (A)). L’immunohistochimie réalisée sur des coupes transversales 

d’aortes de souris âgées de 3 mois, montre bien qu’il n’y a pas de marquage au niveau de la 

media, alors que le marquage au niveau de l’endothélium est toujours présent. Cela nous 

confirme l’excision spécifique de ShcA dans les cellules musculaires lisses vasculaires. 

Cependant, l’anticorps utilisé pour identifier la protéine tronquée de ShcA semble peu ou pas 

spécifique en immunohistochimie (Figure 16 (B)). 
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Figure 16 : Expression de ShcA dans les cellules musculaires lisses vasculaires. (A) Analyse 

par Western blot de l’excision de ShcA dans l’aorte des souris Sm22ShcA-. WT= souris 

contrôle ; SmShcA- = souris qui exprime la Cre recombinase sous le contrôle du promoteur 

Sm22 (B) Immunomarquage de ShcA dans les aortes de souris SmShcA-. WT= souris 

contrôle ; SmShcA- = souris qui exprime la Cre recombinase sous le contrôle du promoteur 

Sm22. En rouge marquage de ShcA, Bleu Noyau, Vert : lames élastiques. Grossissement x32. 
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4.1.2. Caractérisation phénotypique vasculaire des souris SmShcA- 

4.1.2.1. Absence d’anomalie histologique des aortes de souris SmShcA- 

 

Les observations microscopiques des coupes histologiques d’aorte de souris SmShcA- 

n’ont pas mis en évidence de différences structurales (figure 17). Aucune anomalie n’a été 

observée, ni au niveau de l’épaisseur des aortes de souris SmShcA-, ni au niveau de 

l’organisation des fibres élastiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Histologie des aortes de souris SmShcA-. Coloration H/E de coupe transversales 

d’aortes de souris contrôle (WT) et SmShcA- âgées de 3 mois. Photo prise au microscope. 

Grossissement x22. 
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4.1.2.2. Réactivité vasculaire  

 

L’étude de la réactivité vasculaire a été effectuée sur des aortes isolées de souris contrôle 

(WT) et de souris SmShcA- (figure 18). L’absence de ShcA dans les cellules musculaires 

lisses vasculaires n’induit pas de différence dans la réponse à la phényléphrine, un agoniste 

sélectif α1-adrénergique qui à un effet vasoconstricteur.  

 

 

Figure 18 : Réactivité vasculaire des souris SmSchA-. Cumulative de phényléphrine sur 

préparation d’aorte de souris de souris contrôle (WT) et de souris Sm22ShcA- âgées de 3 

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

4.1.3.1. L’absence de ShcA est associée à une augmentation de la 

mortalité et au développement d’une pathologie œdèmateuse 

Les souris Sm22Shc- ne présentent aucune différence morphologique à la naissance, le 

rapport mendélien au sevrage (15 jours) est respecté avec 47% de souris SmShcA- et 53% de 

souris WT (Figure 19 (A)). Cependant, avec l’âge on observe une augmentation de 15% de la 

mortalité chez les souris SmShcA- indépendamment du sexe (Figure 19 (B)). Certaines souris 

présentent également des œdèmes aux pattes (Figure 19 (C)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Manifestation de l’insuffisance cardiaque chez les souris SmShcA-. (A) Rapport 

mendélien de la lignée de souris SmShcA- effectué sur 160 animaux. (B) Courbe de 

régression de Kapplan-Meier de la lignée SmShcA- (n=100 souris/groupe). (C) Photographie 

de la patte gauche antérieure de souris âgées de 9 mois. Flèche : œdème. 
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4.1.3.2. L’absence de ShcA induit une cardiomégalie 

Les souris SmShcA- âgées de 9 mois présentent une cardiomégalie sévère (figure 

20(A)). Le rapport poids du cœur sur poids de la souris nous montre une augmentation 

significative du poids des cœurs des souris SmShcA- pouvant atteindre le double du poids de 

cœur d’une souris normale (Figure 20 (B)). 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Cardiomégalie des souris de 9 mois SmShcA-. (A) Photographie de cœurs de 

souris contrôle (WT) et SmShcA- âgées de 9 mois. (B) Rapport poids du cœur sur poids des 

souris (en mg/g) (n=6-7), animaux âgées de 9 mois. Moyenne ± SD; *P < 0.05. 

L’étude des cœurs de souris a révélé que la cardiomégalie se développe rapidement 

dès l’âge de 3 mois (figure 21). 

 

 

 

 

Figure 21 : Cœurs des souris de 3 mois SmShcA- et contrôle (WT). Photographie 

représentative des cœurs de souris SmShcA- et contrôle (WT) âgées de 3 mois (n=4). 

L’absence de ShcA dans le cœur entraîne donc une cardiomégalie qui s’accompagne d’un 

taux de mortalité plus élevé. Afin de caractériser au mieux le phénotype de ces souris, nous 

avons réalisé une analyse des paramètres hémodynamiques. 
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4.1.4. Caractérisation des paramètres hémodynamiques 

4.1.4.1. Augmentation de la pression artérielle des souris SmShcA- 

Afin de vérifier l’origine du phénotype cardiaque des souris SmShcA-, nous avons 

effectué des mesures de pression artérielle chez l’animal vigile par pléthysmographie. Les 

résultats nous montrent que les souris SmShcA- âgées de 3 et 9 mois présentent une 

augmentation de la pression artérielle systolique (PAS) par rapport aux souris contrôles, 

101±2 vs 88±2 mmHg et 101,3±1.75 vs 88,43±1,641 mmHg (Figure 22). L’analyse de la 

fréquence cardiaque chez l’animal vigile n’a pas révélé de différence entre les souris 

SmShcA- et les souris contrôles 556,3±15,78 vs 555,0±15,78 mmHg. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Pression artérielle systolique des souris Sm22ShcA-. Mesure de la pression 

artérielle systolique (mmHg) par pléthysmographie au niveau de la queue des souris contrôles 

(WT) ou déficientes en ShcA dans le cœur (SmShcA-) âgées de 3 mois et 9 mois, n=10 

souris/groupe. 

4.1.4.2. Perte de la contractilité et dilatation ventriculaire des souris 

SmShcA- 

 Pour étudier la fonction cardiaque, nous avons effectué des échographies sur des souris 

âgées de 3 et 9 mois. Les images d’échographie cardiaque nous montrent une dilatation du 

ventricule gauche chez les souris SmShcA- dès l’âge de 3 mois (figure 23). Une perte de la 

contractilité chez les souris SmShcA- a également été observée avec une diminution de la 

*  *  
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DFD DFS 

fraction de raccourcissement du ventricule gauche (Figure 24). Certaines souris présentent 

également des zones hypokinétiques. 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Dilatation des ventricules des souris SmShcA- . Echographie transthoracique de 

cœur de souris âgées de 9 mois. Représentation échographique en mode 2D d’une coupe 

transversale de cœur de souris contrôle (WT) et SmShcA-. VG : Ventricule gauche.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Perte de la contractilité des souris SmShcA-. (A) Représentation échographique 

M-mode du ventricule gauche de souris de contrôle (WT) et SmShcA- âgée de 9 mois. DFS : 

diamètre ventriculaire en fin de systole ; DFD : diamètre ventriculaire en fin de diastole. (B) 

Fraction de raccourcissement du ventricule gauche des souris contrôle (WT) et des souris 

SmShcA-. n= 6-7 souris par groupe. Les résultats sont exprimés en moyenne ± esm; *P < 

0.05. 
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L’absence de ShcA dans le cœur induit une dilatation des ventricules gauches avec une 

perte de contractilité caractéristique d’une cardiomyopathie dilatée. 

4.1.5. Histologie des cœurs de souris SmShcA- 

4.1.5.1. Dilatation des ventricules droit et gauche 

 

L’histologie des cœurs des souris a été effectuée sur des souris de 3 mois. Nous avons 

réalisé des coupes sur le plan transversal et sur le plan frontal qui ont été colorées par 

hématoxyline/éosine (Figure 25). On observe chez les souris SmShcA- une dilatation des 

ventricules gauches. La dilatation du ventricule gauche est l’un des remodelages cardiaques 

qui intervient lors de l’insuffisance cardiaque, c’est un mécanisme de compensation qui 

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

• Macroscope 

 

 

 

 

 

 

Figure 25: Dilatation ventriculaire. Coupes histologiques colorées à l’hématoxyline éosine de 

cœur de souris contrôle (WT) et SmShcA- âgées de 3 mois. Photos prises au macroscope, 

coupes frontales : grossissement x2.5 ; coupes transversales : grossissement x3. 

WT SmShcA- 

Coupe frontale 

Coupe transversale 
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• Microscope 

L’analyse des coupes des cœurs de souris au microscope n’a pas révélé d’anomalie visible au 

niveau du myocarde. Cependant, au plus fort grossissement on remarque certaines zones de 

dégénérescence du myocarde (figure 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Organisation du myocarde ventriculaire. Observation au microscope de coupes 

colorées en H/E de myocarde ventriculaire des souris contrôle (WT) et SmShcA- âgées de 3 

mois. Grossissement x5 pour les photos du haut, x8 pour les photos du bas. * dégénérescence 

du myocarde. 
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4.1.5.2. Absence de fibrose au sein du myocarde des souris SmShcA- 

 

Les colorations au trichrome de Masson qui colore les fibres de collagène en vert, n’ont pas 

révélé la présence de fibrose au niveau du myocarde des souris SmShcA- (Figure 27). 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Absence de fibrose chez les souris SmShcA-. Observation au microscope de 

coupes colorées au trichrome de Masson de myocarde ventriculaire des souris contrôle (WT) 

et SmShcA- âgées de 3 mois.  

 

L’analyse histologique des coupes de cœur de souris SmShcA- nous a révélé que 

l’absence de ShcA au niveau cardiaque induisait une cardiomyopathie dilatée. En effet, 

lorsque ShcA est absente dans le cœur, les souris développent une dilatation ventriculaire 

gauche afin de compenser la perte de contractilité. L’analyse histologique du myocarde des 

souris SmShcA- a mis en avant une dégénérescence du myocarde. Cependant les colorations 

au trichrome de Masson n’ont pas révélé la présence de fibrose qui est pourtant une des 

conséquences d’une insuffisance cardiaque. Nous avons effectué des observations au 

microscope électronique des cardiomyocytes au niveau de ces zones (Figure 28). 

 

WT SmShcA- 
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: Noyaux 

: Vaisseaux 

: Dégénérescence des cardiomyocytes 

  : Mitochondries 

  : Sarcomères 

 *  

4.1.5.3. Hypertrophie et désorganisation au sein des cardiomyocytes des 

souris SmShcA- 

La microscopie électronique nous permet d’observer l’ultrastrucuture du myocarde. 

Contrairement à l’histologie classique les coupes utilisées sont ultrafines ce qui nous permet 

d’observer en détail l’organisation cellulaire. Nous passons de l’échelle tissulaire à l’échelle 

cellulaire. L’analyse des coupes de cœur des souris SmSchA- nous a confirmé la 

dégénérescence du myocarde, observée sur les coupes histologiques en H/E. En effet, on 

observe sur les sections transversales, des cardiomyocytes hypertrophiques chez la souris 

SmShcA- comparée à la souris contrôle. (Figure 28). Sur les coupes longitudinales des 

cardiomyocytes on observe une perte de l’organisation de la fibre cardiaque, avec l’absence 

d’une organisation des mitochondries normalement alignées entre les sarcomères (Figure 28). 
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Figure 28 : Hypertrophie et désorganisation des cardiomyocytes des souris SmShcA-. 

Observation au microscope électronique du myocarde des souris contrôles (WT) et des souris 

SmShcA- âgées de 3 mois en vue transversale (en haut) et longitudinale (en bas). 

Echelle=10µm. 

4.1.5.4. Dilatation des mitochondries et désorganisation des sarcomères 

des souris SmShcA- 

 

Les observations au microscope électronique au plus fort grossissement mettent en 

évidence la présence de nombreuses mitochondries dilatées et arrondies (Figure 29). Ceci est 

une des caractéristiques connue de l’insuffisance cardiaque.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Dilatation des mitochondries dans le cœur des souris SmShcA-. Observation au 

microscope électronique du myocarde des souris contrôles (WT) et des souris SmShcA-. 

Triangle blanc : mitochondries ; flèche noire : bande Z des sarcomères. Echelle=2µm. 

 

WT SmShcA- 
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WT SmShcA- 

Z 

Z 

I 

Les observations au microscope électronique ont également mis en évidence une 

désorganisation des sarcomères. Avec la perte de la bande I et un épaississement de la bande 

Z (figure 30). 

 

 

Figure 30 : Désorganisation des sarcomères dans les cardiomyocytes des souris SmShcA-. 

Observation au microscope électronique des sarcomères des souris contrôles (WT) et des 

souris SmShcA- âgées de 3 mois. Z : bande Z ; I : bande I. Echelle : 2µm. 

 

Les souris SmShcA- présentent une désorganisation des sarcomères avec un épaississement 

de la bande Z et la disparition de la bande I. Cette désorganisation peut expliquer la perte de 

contractilité observée à l’échographie. Le sarcomère est l’unité de contraction du muscle. Afin 

de vérifier que la désorganisation des sarcomères est bien la cause de l’insuffisance cardiaque,  

nous avons étudié l’organisation des sarcomères pendant l’embryogenèse à E14,5 et E18,5, 

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

4.1.6.1. Observation du myocarde des embryons de souris 

L’observation microscopique des coupes de myocardes des embryons à E14,5 et à E18,5 

colorées au bleu de Toluidine (colorant basophile, grande affinité avec les acides nucléiques) 

nous montre l’apparition d’une dégénérescence du myocarde uniquement à partir d’E18,5 

(figure 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 31: Dégénérescence du myocarde des embryons à E18,5. Observation au 

microscope de coupes de myocardes, colorées au bleu de toluidine, des embryons de souris 

contrôle (WT) et SmShcA- à E14,5 et E18,5. Grossissement x10 pour les photos du haut, x8 

pour les photos du bas. VG : Ventricule Gauche ; * zone de dégénérescence. 
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4.1.6.2. Désorganisation des sarcomères observé à partir de E14,5 

L’organisation des sarcomères observée par microscopie électronique nous montre que les 

cœurs embryonnaires des souris SmShcA- présentent une désorganisation précoce à partir de 

E14,5 (figure 32). Les filaments fins et les filaments épais ne sont pas encore polymérisés et 

assemblés à E14,5 chez la souris SmShcA-. Cette désorganisation se poursuit à E18,5 avec un 

épaississement de la bande Z et la perte de la bande I et de la bande H. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Désorganisation précoce des sarcomères dans les cardiomyocytes des souris 

SmShcA-. Observation au microscope électronique des sarcomères du cœur des embryons de 

souris contrôles (WT) et SmShcA- à E14,5 et E18,5. Z : bande Z ; I : bande I H : bande H. 

Echelle=2µm. 
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4.2. Voies de signalisation de ShcA dans le cœur 

4.2.1. Voies de signalisation des MAPkinase et AKT/mTOR dans le 

cœur des souris SmShcA- 

L’analyse des principales voies de signalisation mises en jeu par ShcA, la voie des MAPK et 

d’AKT/mTOR, dans le cœur des souris SmShcA- n’a pas révélé de différence entre les souris 

SmShcA- et les souris contrôles (figure 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Voies de signalisation mises en jeu par ShcA dans le cœur. Western blot 

représentatif des phosphorylations de mTOR, AKT et ERK sur lysats totaux de cœurs de 

souris à E14,5, E18,5 et 3 mois. Rapporté à la GAPDH. n= 3 par groupe. 

L’absence de ShcA dans le cœur n’induit pas de différence au niveau des principales voies de 

signalisation impliquant ShcA, comme la voie des MAPkinase et la voie d’AKT/mTOR. Ces 

résultats sont en accord avec le KO total de ShcA où aucune différence n’est observée (Lai 

and Pawson, 2000). Les auteurs ont justifié cette absence de différence par l’hétérogénéité 

cellulaire présente au sein du myocarde. 

3mois 
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4.2.2. Rôle de ShcA dans l’expression des protéines du sarcomère 

Titine est une protéine géante impliquée dans l’organisation et l’élasticité du sarcomère. Elle 

est présente sous 2 isoformes : N2BA,  la forme embryonnaire, et N2B,  la forme mature. A la 

naissance, il s’opère un switch entre les isoformes N2BA et N2B pour adapter la réponse aux 

forces exercées par le cœur. L’absence de titine chez la souris KO cause des désorganisations 

des sarcomères. L’absence de certaines régions de titine induit une désorganisation des 

sarcomères, une dysfonction diastolique et une atrophie cardiaque (Radke et al., 2007). De 

plus titine est phosphorylée en sérine/thréonine par les MAPKinases au niveau de deux 

régions situées dans la bande Z appelé Zis1 et Zis5 (Gautel et al., 1996; Sebestyen et al., 

1995). L’absence de ShcA dans le cœur n’induit pas de différence d’expression des 

différentes isoformes de titine (figure 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34: Pas de différence d’expression de titine dans les lysats de cœur de souris SmShcA-. 

N2BA : isoforme embryonnaire de titine ; N2B : isoforme mature de titine ; T2= produit de 

dégradation de titine ; MHC : Myosin Heavy Chain : contrôle de la quantité de dépôt.  

 Nous avons également regardé la phosphorylation des domaines Zis1 et Zis5 in vitro (Figure 

35). La phosphorylation in vitro des domaines de titine Zis1 et Zis5 par les enzymes présentes 

dans le lysat de cœur des souris SmShcA- à E18,5 et 3 mois n’a pas mis en évidence de 

différence de phosphorylation. 
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Figure 35: Absence de différence de phosphorylation des domaines Zis1 et Zis5 de titine. 

Phosphorylation in vitro au P32 des domaines clonés de Zis1 et Zis5 en présence de lysats de 

cœurs de souris sauvages (WT) et SmShcA- à E18,5 et 3 mois. 

• Téléthonine 

La téléthonine est une protéine qui permet l’ancrage de titine à la bande Z. Nous avons 

effectué un western blot sur les cœurs de souris SmShcA- âgées de E14,5, E18,5 et 3 mois 

(figure 36). L’absence de ShcA dans le cœur induit une augmentation de l’expression de la 

téléthonine dès E14,5 et de façon plus importante à E18,5 et à 3 mois. Le rôle de la 

téléthonine dans le sarcomère a déjà été étudié chez le poisson zèbre dans le muscle 

squelettique. En effet, la délétion de la téléthonine induit une désorganisation des sarcomères 

via l’absence de formation de costamères (Zhang et al., 2009). ShcA pourrait alors être 

impliquée dans l’organisation des jonctions cellulaires essentielles à la contraction du 

cardiomyocyte comme le disque intercalaire et le costamère.  
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Figure 36 : Augmentation de l’expression de la téléthonine dans le cœur des Souris SmShcA-. 

Western blot représentatif de la téléthonine sur lysat total de cœur de souris à E14,5, E18,5 et 

3 mois. Normalisé avec un anticorps dirigé contre la GAPDH. 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 essentielle à l’étirement et à la propagation du 

potentiel d’action d’une cellule à une autre. Le disque intercalaire fait intervenir plusieurs 

types de jonctions : les jonctions adhérentes, les jonctions gaps et les desmosomes. L’absence 

de ShcA dans le cœur semble ne pas altérer l’organisation du disque intercalaire dans le cœur 

(Figure37). 
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Figure 37 : Organisation du disque intercalaire des souris SmShcA-. Observation au 

microscopique électronique du disque intercalaire des cardiomyocytes de souris contrôle 

(WT) et SmShcA- âgées de 3 mois. Triangle : disque intercalaire ; M : mitochondrie. 

Echelle=2µm 

 

4.2.3.2. Les costamères 

 

Le costamère est constitué d’un complexe protéique qui permet l’ancrage du sarcomère à la 

matrice extracellulaire via les intégrines et les complexes protéines sarcoglycan-dystroglycan-

dystrophine. Il joue un rôle dans l’organisation de l’architecture du cytosquelette du 

cardiomyocyte mais également dans l’interaction entre la matrice extracellulaire et les cellules 

avoisinantes. Chez les souris SmSchA- on observe une désorganisation de ces structures dès 

E18,5 (figure 38) avec une augmentation de la distance séparant la membrane plasmique de la 

bande Z. 

 



77 

 

WT SmShcA- 

 

Figure 38 : Désorganisation des costamères chez les embryons de souris à E18,5. 

Photographie en microscopie électronique du myocarde des souris contrôle (WT) et SmShcA-

. Triangle blanc : costamère. Echelle = 1µm. 

Le costamère est également localisé au niveau de la membrane latérale des cardiomyocytes 

4.2.3.3. Anomalie de la membrane latérale des cardiomyocytes des souris 

SmSchA- 

 

La membrane latérale du cardiomyocyte joue un rôle de maintien et de cohésion au sein du 

tissu. Elle fait intervenir les mêmes complexes protéiques retrouvés dans le costamère. 

L’absence de ShcA dans le cœur induit une importante désorganisation de la membrane 

latérale des cardiomyocytes chez l’embryon à E18,5 mais également à 3 mois (figure 39). 

L’absence de ShcA dans le cardiomyocyte induit une irrégularité du sarcolèmme et 

d’importants espaces intercellulaires. On retrouve le même type d’anomalie au niveau du 

sarcolèmme dans les cardiomyocytes chez les souris qui n’expriment pas la dystrophine 

(MDX) ou l’utrophine, un homologue protéique de la dystrophine (Sanford et al., 2005). La 

dystrophine est protéine impliquée dans l’organisation du cytosquelette. Elle intervient au 

niveau du costamère afin de relier le complexe protéique du costamère (intégrine et 

dystroglycan) aux filaments d’actine. Chez l’homme, des mutations sur ce gène causent 
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différent types de myopathies dont la myopathie de Duchenne, une myopathie qui touche 

essentiellement le muscle squelettique. 

 

 

Figure 39 : Membrane latérale des cardiomyocytes des souris SmShcA-. Observation au 

microscope électronique de la membrane latérale des cœurs de souris contrôle (WT) et des 

souris SmShcA- à E18,5 et 3 mois. Triangle blanc : sarcolèmme ; triangle noir : jonction 

adhérente, étoile : espace intercellulaire. Echelle=2µm. 

Les souris SmShcA- développent une anomalie de la membrane latérale des cardiomyocytes 

semblable à celle observée dans les modèles murins de dystrophie musculaire (Sanford et al., 

2005). L’absence de ShcA au niveau des cardiomyocytes entraîne une désorganisation des 

sarcomères associée à une anomalie de la membrane latérale des cardiomyocytes. Ces 
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malformations se manifestent chez la souris SmShcA- par une dégénérescence du myocarde 

qui se traduit alors par une insuffisance cardiaque. 

4.3. Hypothèses mécanistiques 

Le costamère est une structure qui fait intervenir deux types de complexes : le complexe 

sarcoglycane-dystroglycane-dystrophine et le complexe intégrine-taline-vinculine. 

Hypothèse 1 : ShcA peut se lier via son domaine SH2 à la sous-unité béta du dystroglycane 

lorsque celle-ci est phosphorylée (Sotgia et al., 2001). ShcA pourrait donc être nécessaire à la 

liaison de la dystrophine avec son complexe membranaire (Figure 40).  

Hypothèse 2 : Shc A peut être recrutée à la membrane directement ou indirectement par les 

intégrines (Wary et al., 1999), (Wary et al., 1998). La présence de ShcA pourrait être 

nécessaire dans le maintien du complexe intégrine-taline-vinculine (Figure 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Implication de ShcA dans l’organisation du costamère. 
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Discussion et Perspectives 
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5. Discussion et Perspectives 

Notre sujet s’inscrit dans le cadre de l’étude du rôle de ShcA dans la fonction cardiaque. 

La première étude à ce sujet est celle du KO total de ShcA qui a permis d’identifier le rôle 

fondamental de ShcA dans la formation du cœur durant l’embryogenèse. En effet, le KO de 

ShcA et plus précisément la délétion partielle du domaine PTB de ShcA chez la souris, est 

létal durant l’embryogénèse à E11,5 (Lai and Pawson, 2000). Notre modèle de souris 

transgénique consiste en l’insertion par recombinaison homologue du gène de la Cre 

recombinase associé au promoteur du gène Sm22 dans le génome de la souris (Holtwick et al., 

2002). Sm22alpha (smooth muscle 22 alpha) est un marqueur spécifique des cellules 

musculaires lisses chez l’adulte et est également exprimé pendant l’embryogenèse entre E7,5 

et E13.5 dans le cœur (Langlois et al., 2010; Malhowski et al., 2011; Yang et al., 2010). 

L’autre modèle de souris n’exprimant pas ShcA spécifiquement dans le cœur, généré par 

l’équipe du Professeur Pawson (Vanderlaan et al., 2011), utilise le promoteur de la chaine 

légère de la myosine (MLC2v) associé à la Cre recombinase (Chen et al., 1998). Cependant, 

contrairement à notre modèle, le gène de la Cre est associé directement au promoteur 

endogène de la chaine légère de myosine. L’usage de ces souris Knock-in a pour avantage 

d’avoir une expression plus spécifique du gène de la Cre recombinase, c'est-à-dire 

uniquement dans les cardiomyocytes. Cependant, dans ce modèle de souris KI, la délétion du 

gène de la chaîne légère de la myosine, une protéine impliquée dans la contraction 

spécifiquement dans le cœur, sur un allèle pourrait induire un biais non négligeable dans 

l’interprétation des résultats.  

 

Dans notre modèle, la délétion du gène de ShcA se fait entre l’exon 2 et 7 ce qui 

correspond à une délétion de 88% du domaine PTB alors que dans leur modèle seuls les exons 

2 et 3 sont excisés soit 45% du domaine PTB (Lai and Pawson, 2000). On peut donc 

s’interroger sur le rôle de la protéine tronquée qui reste néanmoins exprimée. Dans le modèle 

KO de ShcA publié en 2000 une protéine d’environ 40kDa reste exprimée, correspondant à 

une partie du domaine PTB de ShcA et des domaines CH1 et SH2. Dans notre modèle, une 

protéine tronquée d’environ 34kDA est exprimée correspondant aux domaines CH1 et SH2 de 

ShcA. Dans l’étude effectuée en 2007, l’équipe du Professeur Pawson (Hardy et al., 2007) a 
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vérifié que l’inactivation spécifique de l’un ou l’autre domaine de ShcA (PTB ou CH1 ou 

SH2) par mutation n’induisait pas une inactivation des autres domaines restés présents. Ainsi, 

l’inactivation du domaine PTB par mutation sur l’arginine 175 de ShcA empêche la liaison de 

ShcA au niveau des motifs phosphorylés de la partie intracellulaire du récepteur à l’EGF, 

mais n’empêche pas le recrutement de Grb2 au niveau des motifs tyrosines phosphorylés du 

domaine CH1 (Hardy et al., 2007). Ainsi, la protéine ShcA tronquée que nous détections dans 

notre modèle et qui est constituée des domaines CH1 et SH2 uniquement pourrait 

potentiellement avoir une fonction dans l’induction des voies de signalisation comme la voie 

des MAPKinases. Ceci pourrait expliquer l’absence de différence de phosphorylation 

d’AKT/mTOR, ERK et indirectement de la titine. Afin de vérifier cette hypothèse, il serait 

intéressant de contrôler la fonctionnalité de cette protéine tronquée sur des fibroblastes 

embryonnaires de souris ShcA floxées traitées par un adénovirus exprimant la Cre 

recombinase (AdenoCre) ou par un siARN ShcA. Le traitement par l’adenoCre nous 

permettrait d’avoir l’expression de ShcA sans le domaine PTB alors que le traitement par le 

siARN ShcA éteindrait totalement l’expression de la protéine totale. 

Notre modèle de souris SmShcA- nous permet de dire que la mort des embryons ShcA 

KO observée dans l’étude de Pawson en 2000, c'est-à-dire sur les souris où le domaine PTB 

est tronqué de 45%, ne peut pas être entièrement imputée à l’absence du domaine PTB de 

ShcA dans le cœur. En effet, notre modèle n’exprime plus théoriquement ShcA à partir de 

E7,5 spécifiquement dans le cœur. Pourtant il est viable, avec un rapport mendélien respecté à 

la naissance, ce qui laisse penser que ShcA joue un rôle vital pour l’embryon à un autre 

niveau que dans les cellules cardiaques.  

Cependant, cette étude rejoint la notre concernant le rôle de ShcA au niveau de complexes 

protéiques impliqués dans l’adhésion cellulaire. En effet, une étude a montré (Lai and 

Pawson, 2000) que l’absence de ShcA dans les fibroblastes embryonnaires de souris induit 

une désorganisation du cytosquelette des fibroblastes, essentiellement au niveau de la 

polymérisation de l’actine, avec une désorganisation des points focaux lors de l’adhésion sur 

la fibronectine. Par homologie, les points focaux ont une fonction similaire à celle des 

costamères. Ils permettent l’ancrage du cytosquelette de la cellule à la matrice extracellulaire 

par l’intermédiaire des intégrines. De plus, l’absence de ShcA conduit à une augmentation de 

l’expression de la téléthonine, déjà identifiée comme étant impliquée dans l’organisation des 

costamères chez le poisson zèbre (Zhang et al., 2009). Les observations au microscope 

électronique de la structure des cardiomyocytes des souris SmShcA- nous montrent bien une 
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désorganisation de costamères au niveau de l’ancrage de la bande Z au sarcolèmme avec des 

irrégularités dans la structure de la membrane latérale du cardiomyocyte. Le costamère est 

composé de deux complexes principaux, l’un d’eux fait intervenir les intégrines : le complexe 

intégrine-taline-vinculine et l’autre le complexe de sarcoglycane-dystroglycane-dystrophine 

(Stromer, 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ShcA a déjà été identifié in vitro comme pouvant interagir directement ou 

indirectement avec la sous-unité intracellulaire des intégrines beta1 et alpha1 (Wary et al., 

1996). L’interaction indirecte fait intervenir la cavéoline qui se lie à la partie intracellulaire de 

la sous-unité alpha1 ou alphaV des intégrines et qui va recruter des tyrosines kinases 

cytosoliques tel que Fyn  (lié grâce à son domaine SH3). Fyn va phosphoryler les motifs 

tyrosine du domaine CH1 de ShcA qui permet alors de recruter Grb2 (Wary et al., 1996; 

Wary et al., 1998). Dans le cœur on retrouve essentiellement les intégrines alpha7/beta1, 

alpha5/beta1 et alpha6/ beta1 (Stromer, 1998). Ce type d’interaction pourrait également avoir 

Sarcolèmme 

Bande 
Z 
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lieu au sein du costamère dans le cœur et l’absence de ShcA pourrait déstabiliser le complexe 

intégrine-taline-vinculine. Nous pourrions réaliser des immunoprécipitations des intégrines 

afin de vérifier l’intégrité du complexe. L’immunomarquage des protéines du complexe dans 

le cardiomyocyte des souris SmShcA- nous permettrait de vérifier également la localisation 

membranaire de ces protéines.  

Le deuxième complexe de glycoproteine-dystrophine est un complexe multiprotéique 

faisant intervenir différentes protéines : les dystroglycanes, les sarcoglycanes et la dystrophine 

(Stromer, 1998). Les dystroglycanes sont constitués d’une sous-unité alpha extracellulaire et 

d’une sous-unité beta transmembranaire. La sous-unité beta du dystroglycane permet 

l’ancrage de la dystrophine à la membrane plasmique. La dystrophine permet de faire le lien 

entre les protéines du sarcomère et la membrane plasmique. La sous-unité beta du 

dystroglycane présente un domaine WW qui, lorsqu’il est phosphorylé, peut recruter ShcA 

(Sotgia et al., 2001). ShcA pourrait faire le lien entre la sous-unité beta du dystroglycan et le 

sarcomère. Nous pourrions vérifier la localisation membranaire de la dystrophine par 

immunomarquage ou réaliser une immunoprecipitation de la sous-unité beta du dystroglycane 

dans des cardiomyocytes de souris SmShcA-.  

  L’implication de ShcA dans l’insuffisance cardiaque a également été étudiée dans une 

étude récente parue en 2011 (Vanderlaan et al., 2011). Les auteurs ont utilisé un autre modèle 

de souris transgénique qui n’exprime plus ShcA dans le cœur à l’âge de 2 semaines et de 

façon plus prononcée à 12 semaines. Dans ce modèle tardif d’inactivation de ShcA dans le 

cœur, les souris développent les premiers signes d’une insuffisance cardiaque à l’âge de 3 

mois avec une dilatation ventriculaire et une perte de la contractilité observée à partir d’un an. 

Le phénotype est semblable à notre modèle si ce n’est que dans notre modèle, l’insuffisance 

cardiaque des souris SmShcA- se développe de façon plus précoce et le cœur subit déjà un 

remodelage dès 3 mois. Cela peut être expliqué par la délétion précoce de ShcA dans le cœur. 

Cependant dans les deux modèles, l’insuffisance cardiaque ne s’accompagne pas d’une 

fibrose au niveau du myocarde, pourtant c’est un phénomène bien identifié dans l’insuffisance 

cardiaque. De plus le taux de mortalité dans notre modèle semble peu élevé même s’il 

demeure significatif alors que les auteurs de l’étude parue en 2011 n’ont pas noté 

d’augmentation de la mortalité. Nous pouvons voir ici un effet bénéfique de l’absence de 

ShcA dans le cœur. Une des isoformes de ShcA, la p66, est impliquée dans la mort cellulaire. 

En effet l’absence de p66 chez la souris prolonge l’espérance de vie de 30% (Migliaccio et al., 

1999) et son rôle dans différentes pathologies cardiovasculaires comme l’athérosclérose ou 
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l’insuffisance cardiaque à déjà été identifié (Graiani et al., 2005; Napoli et al., 2003). En 

microscopie électronique, les noyaux des cardiomyocytes présents dans les zones de 

dégénérescence ne présentent aucun signe de nécrose ou d’apoptose. Seules quelques souris 

possèdent des cardiomyocytes en autophagie caractérisé par un enroulement membranaire et 

la présence de vésicules autophagiques. Ceci pourrait être un des effets bénéfiques de 

l’absence de l’isoforme p66 dans le cœur. 

La souris SmShcA- se démarque des autres modèles par son phénotype cardiaque plus 

sévère avec une augmentation de la mortalité, une cardiomégalie, une diminution de la 

contractilité et une hypertension. L’absence de ShcA dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires des souris SmShcA- n’entraîne pas d’anomalie dans la structure de l’aorte ni de 

problème de réactivité vasculaire. Cependant, cela n’exclut pas un potentiel rôle de ShcA au 

niveau vasculaire. Afin d’élucider avec plus de précision le rôle de ShcA au niveau 

vasculaire, il serait intéressant de travailler sur des vaisseaux de résistance plutôt qu’avec 

l’aorte qui est un vaisseau de conductance. De plus, la dernière étude réalisée sur ShcA dans 

le cœur a montré que ShcA induisait dans les cardiomyocytes une hypersensibilité au calcium 

(Vanderlaan et al., 2011). Si elle prend également place dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires, cette hypersensibilité au calcium pourrait induire une hyper-contractilité des 

vaisseaux et conduire à une rigidité des microvaisseaux et induire une hypertension. De plus, 

l’absence de ShcA au niveau vasculaire pourrait conduire à une dysfonction de la 

vascularisation du cœur et induire une hypoperfusion cardiaque. Cela pourrait être un facteur 

aggravant l’insuffisance cardiaque observée chez les souris SmShcA-. 

Notre étude montre un rôle protecteur de la protéine adaptatrice ShcA  dans le 

développement de l’insuffisance cardiaque. Nos résultats nous permettent de proposer que le 

rôle essentiel de ShcA dans la fonction cardiaque se situe au niveau du maintien de la 

fonctionnalité du sarcomère. Plus précisément Shc A pourrait être une protéine indispensable 

dans la formation des complexes costamériques permettant la continuité de la communication 

entre les signaux extracellulaires et le sarcomère (tels que la matrice extracellulaire, le 

calcium,…) 
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Deuxième partie : Rôle de LRP1 dans la 

calcification vasculaire 
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6. L’athérosclérose et ses complications 

Le système vasculaire est constitué des vaisseaux qui permettent l’acheminement du 

sang dans tout l’organisme. Les artères transportent le sang riche en oxygène du cœur vers les 

organes et les veines le sang pauvre en oxygène des organes vers le cœur. Ceci est vrai pour la 

circulation systémique, par contre on observe l’inverse dans la circulation pulmonaire. En 

effet, le sang pauvre en oxygène quitte le cœur par l’artère pulmonaire vers les poumons et 

revient enrichi en oxygène des poumons vers le cœur par la veine pulmonaire.  

L’athérosclérose se caractérise par une atteinte chronique de la paroi vasculaire des 

artères de moyen et de gros calibre, due à l’accumulation de lipides. L’athérosclérose peut 

causer des ischémies entrainant des infarctus, des accidents vasculaires cérébraux, des 

artériopathies des membres inférieurs. 

6.2. Physiologie de la paroi vasculaire 

Les artères sont constituées de trois couches distinctes : l’intima, la média et 

l’adventice. L’intima est la couche la plus interne, elle est constituée d’une monocouche de 

cellules endothéliales qui reposent sur la lame basale. Cette couche est très fine et également 

constituée de matrice extracellulaire comprenant du collagène et des protéoglycanes. La 

média, comme son nom l’indique, est la couche centrale de la paroi vasculaire. Elle est 

essentiellement constituée de cellules musculaires entourées de fibres élastiques. L’adventice 

est la couche externe de l’artère, elle est constituée de tissu conjonctif, de fibroblastes et de 

terminaisons nerveuses. Elle est contien également des vasa vasorum qui irriguent la partie 

externe de la média des  vaisseaux de gros calibres (Figure 41) (Lusis, 2000). 
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Figure 41 : Structure des artères de large calibre (image Servier Medical Art). 

6.3. Physiopathologie de l’athérosclérose. 

Selon l’Organisation Mondial de la Santé, l’athérosclérose est définie comme "une 

association variable de remaniements de l’intima des artères de gros et moyen calibre, 

consistant en une accumulation focale de lipides, de glucides complexes, de sang et de 

produits sanguins, de tissu fibreux et de dépôts calcaires, le tout s’accompagnant de 

modifications de la média". L’athérosclérose a été classée en 3 stades évolutifs d’après (Stary 

et al., 1995) et en fonction de l’histologie de la plaque, 6 types de lésions ont été identifiés 

(Tableau 2) : un stade précoce allant de I à IV correspondant à une accumulation de 

macrophages et de cellules musculaires lisses chargées de cholestérol, on parle alors de strie 

lipidique. Ces stries lipidiques sont en général asymptomatiques mais peuvent conduire à un 

stade plus avancé correspondant aux lésions fibrolipidiques (stade V de Stary). Les lésions 

fibrolipidiques sont considérées comme l’un des stades avancés de l’athérosclérose car elles 

induisent une désorganisation importante de l’intima. En effet, à ce stade, la plaque présente 

une accumulation de collagène qui va former une chape fibreuse entourant le noyau lipidique 

et s’accompagne souvent d’une calcification qui fragilise la paroi vasculaire. Le stade V 

conduit bien souvent au stade de la lésion compliquée, à ce stade les taux de morbidité et de 

mortalité dus à l’athérosclérose sont à leur maximum. Une rupture de plaque peut  alors 

conduire à la formation de thrombose qui risque d’obstruer le vaisseau et ainsi causer des 

infarctus ou des AVC (figure 42). 
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Tableau 2 : Classification des lésions athéroscléreuses selon (Stary et al., 1995) 

 

Figure 42 : Genèse de la formation de la plaque d’athérome (Libby, 2002) 

Type de 
lesion 

Dénomination Description 

Type I Initial Présence de macrophages spumeux 

Type II 
Strie 
Lipidique Accumulation de lipides intracellulaires par les CMLv 

Type III Intermédiaire Type II associé à de petites gouttelettes lipidiques 
extracellulaires 

Type IV Athérome Type II associé à de multiples gouttelettes lipidiques 
extracellulaires 

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

Type VI Compliqué Rupture de la chape fibreuse, hémorragie intra-plaque, 
thrombose. 
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6.4. La calcification vasculaire 

La calcification vasculaire est une complication fréquente de l’athérosclérose. Elle fait 

intervenir des processus complexes de minéralisation qui interviennent également dans 

l’ostéogenèse. Les mécanismes physiopathologiques de la calcification vasculaire sont encore 

aujourd’hui mal connus. Au sein de la zone de calcification, on retrouve des cellules de type 

ostéo-chondrocytaire. L’origine de ces cellules fait encore débat, certaines hypothèses 

reposent sur la trans-différenciation de cellules musculaires lisses vasculaires ou de péricytes 

en cellules de type ostéo-chondrocytaire. D’autres hypothèses parlent de cellules 

ostéoprogénitrices circulantes qui viennent s’infiltrer dans les tissus pour former des 

calcifications (Johnson et al., 2006). Les calcifications vasculaires ont été classées en quatre 

groupes différents qui comprennent : les calcifications des plaques d’athérome, les 

calcifications de la media des artères de grand et moyen calibre, les calcifications des valves 

cardiaques et les calciphylaxis qui sont des dépôts de phosphate de calcium dans le tissu sans 

l’intervention de cellules de type ostéo-chondrocytaire (Vattikuti and Towler, 2004). 

6.4.1. Mécanismes impliqués dans la calcification des plaques d’athérome 

6.4.1.1. La chondrogenèse 

La calcification vasculaire fait intervenir des facteurs de transcription également 

impliqués lors de l’ossification endochondrale et membranaire comme Sox9 et Cart1. La 

chondrogenèse est un processus organisé en plusieurs étapes. La première étape est la 

prolifération et la condensation des cellules mésenchymateuses avec la production de 

collagène de type IIa. Cette première étape fait intervenir plusieurs facteurs de croissance, tels 

que le TGF-β, et les protéines de la famille des Wnts telles que Wnt-5a, Wnt-3a et Wnt-7a 

(Chun et al., 2008). Cette phase fait également intervenir des facteurs de transcription comme 

SRY (sex determining region Y)-box 9 (Sox9) et cartilage homeoprotein 1 (Cart1/Alx1) 

(Zhao et al., 1993). Puis dans une deuxième phase, les cellules mésenchymateuses se 

différencient en chondroprogéniteurs et commencent à produire du collagène de type IIB, IX, 

XI et de l’aggrécane. Pendant cette dernière étape, Sox9 continue à être exprimé et d’autres 

facteurs de croissance sont produits comme l’IGF1, FGF-2, BMP-2/4/7/14. La chondrogenèse 

se termine par la maturation et l’hypertrophie des chondrocytes (DeLise et al., 2000), qui 

s’accompagne à la fin de l’expression de Sox9 et le début de l’expression des gènes de 

l’ostéogenèse comme Indian hedgehog (Ihh), Runt-related transcription factor 2 (Runx2) et 
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Collagène X. Ce processus est principalement régulé par l’expression de Sox9 (figure 43). 

Une des voies de régulation de Sox9 est la voie canonique des Wnt/β-caténine. 

 

Figure 43: Etapes de la chondrogenèse. 

6.4.1.2. La voie canonique des Wnt/beta-caténine 

La voie Wnt/β-caténine passe par la liaison d’une protéine de la famille des Wnt sur le 

récepteur membranaire Frizzled et sur son co-récepteur le low density related protein 5/6 

(LRP5/6). La transduction du signal se traduit par l’activation de la protéine cytoplasmique 

Dishevelled (Dsh) qui inhibe alors la Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3). L’inhibition de la 

GSK-3 conduit à l’accumulation de β-caténine dans le cytoplasme. Par la suite, la β-caténine 

est transportée dans le noyau et active les gènes cibles des protéines Wnts en se fixant sur le   

« T cell Factor » et le « lymphoid enhancer factor » (TCF/LEF) qui sont des facteurs de 

transcription (Logan and Nusse, 2004). Cette voie de signalisation est essentielle à la 

différenciation chondrocytaire.  

Il existe deux types de proteines secretées capables de réguler la voie des Wnt/β-

caténine en bloquant l’interaction des Wnts avec leur recepteur frizzled. La première classe de 
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protéines est composée de certains membres de la famille Dickkopf (Dkk) qui se fixent à une 

des sous-unités intracellulaires du co-récepteur des Wnt (Kawano and Kypta, 2003). La 

deuxième classe fait intervenir la famille des secreted Frizzled-related protein (sFRP), Wnt 

inhibitory factor-1 (WIF) et Cerberus qui se fixent directement aux protéines Wnts sécrétées 

et les empêchent de se lier à leurs récepteurs. Actuellement, 8 membres de la famille des 

sFRP ont été identifiés. Mais tous les sFRP ne sont pas capables de bloquer la voie des Wnts. 

Seules sFRP1, sFRP2 et sFRP3 ont été identifiés comme se liant aux Wnts et bloquant leur 

activité (Kawano and Kypta, 2003). 

Récemment, nous avons identifié le low density lipoprotein receptor-related protein 1 

(LRP1) comme étant un récepteur impliqué dans la régulation de l’expression de Wnt5-a, une 

protéine de la famille des Wnts (Terrand et al., 2009). 

6.4.2. LRP1 dans l’athérosclérose  

LRP1, également connu comme CD91, alpha-2-macroglobuline et TGFr-V, a été 

découvert par l’équipe du Professeur Joachim Herz en 1988. LRP1 est un récepteur 

membranaire ubiquitaire qui appartient à la famille des récepteurs LDL (LDLr) (Lillis et al., 

2008) (figure 44). Il est composé d’une partie extracellulaire (chaîne α) de 515 kDa attachée 

de façon non covalente à une partie cytoplasmique (chaine β) de 85 kDa (figure44). Sur sa 

partie extracellulaire, LRP1 peut fixer une quarantaine de ligands différents tels que des 

lipoprotéines, des facteurs de croissance et des protéines de la matrice extracellulaire. En plus 

de son rôle d’endocytose, LRP1 intervient dans différents processus biologiques comme le 

métabolisme des lipides, la migration cellulaire ou la protection vasculaire. Il a également été 

montré que LRP-1 était impliqué dans le métabolisme du cholestérol par la régulation de la 

voie Wnt/β-caténine, par l’intermédiaire de Wnt-5a (Terrand et al., 2009).  

En 2003, LRP1 a été identifié comme jouant un rôle protecteur dans l’athérosclérose 

au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires. En effet, les souris déficientes en LRP1 

au niveau des cellules musculaires lisses soumises à un régime athérogène développent moins 

de plaques d’athérome que les souris contrôles (Boucher et al., 2003). Le mécanisme impliqué 

dans ce processus fait intervenir la voie du PDGFBB. En effet, en l’absence de LRP1, il a été 

observé une sur-activation de la voie du PDGFBB avec une hyper-phosphorylation de ERK ½ 

(Extracellular Signal-Regulated Kinase ½). Cette activation de la voie du PDGFBB se 
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manifeste par une prolifération non-controlée des cellules musculaires lisses vasculaires qui 

contribue à la croissance de la plaque d’athérome. 

               

Figure 44 : La famille des récepteurs LDL d’après (Lillis et al., 2008) 

De plus le traitement des souris déficientes en LRP1 au niveau des cellules musculaires lisses 

vasculaires avec la rosiglitazone, un agoniste du récepteur nucléaire PPAR gamma, réduit la 

formation de lésions atéroscléreuses et de cellules spumeuses (Boucher et al., 2007). 

6.4.3. PPAR gamma dans l’athérosclérose 

Les peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) sont des facteurs de transcription 

nucléaires constitués de 3 isoformes : α, β/δ, γ impliquées dans de nombreuses fonctions 

cellulaires comme le métabolisme des lipides, l’oxydation des acides gras, le métabolisme du 

glucose, l’adipogenèse et la différenciation cellulaire. Chaque isoforme est codée par un gène 

différent dans des tissus différents. PPAR α est exprimé dans des tissus où le catabolisme des 

acides gras est important comme le tissu adipeux, le foie, le cœur, le rein et les intestins. 

PPAR β/δ joue un rôle important dans la peau, l’intestin, le placenta et les muscles cardiaque 

et squelettique, le tissu adipeux et le cerveau. PPARγ est présent sous deux isoformes 
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PPARγ1 et PPARγ2. L’isoforme la plus petite PPARγ1 est exprimée principalement dans les 

intestins, le cerveau, dans la paroi vasculaire, dans les cellules de l’immunité et de 

l’inflammation alors que PPARγ2 est principalement exprimée dans le tissu adipeux (Wahli 

and Michalik, 2012). 

Le mécanisme d’action des PPARs fait intervenir le RXR (Retinoid X receptor) un autre 

récepteur nucléaire qui forme un hétéro-dimère avec PPAR. Ce dimère active la transcription 

des gènes cibles en se liant au niveau des régions régulatrices sur une séquence spécifique 

appelée PPRE (PPAR responsive element).  

 

Dans la paroi vasculaire PPARγ est exprimé dans tous les types cellulaires impliqués dans 

l’athérosclérose : les cellules endothéliales, les macrophages et les cellules musculaires lisses. 

Chez la souris, l’absence de PPARγ dans les cellules musculaires lisses vasculaires ou dans 

les macrophages entraîne respectivement une augmentation de la susceptibilité à développer 

des plaques d’athérosclérose (Hamblin et al., 2011) ou de l’hypercholestérolémie (Babaev et 

al., 2005). L’absence de PPARγ dans les cellules endothéliales cause une dysfonction 

endothéliale lorsque les souris sont soumises à un régime riche en cholestérol (Qu et al., 

2012). PPAR gamma est également impliqué dans la différenciation cellulaire. Il est le 

principal régulateur de la différenciation adipocytaire (Tontonoz and Spiegelman, 2008). Il est 

également impliqué dans l’ostéogenèse où il joue un rôle inhibiteur. En effet, les cellules 

embryonnaires déficientes en PPARgamma ne peuvent pas se différencier en adipocytes et se 

différencient spontanément en ostéoblastes. De plus les souris déficientes en PPARγ 

(hétérozygote) ont une densité osseuse plus importante que les souris contrôles (Akune et al., 

2004; Cock et al., 2004).  
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Objectifs 
La calcification des plaques d’athérome est une complication fréquente associée à des risques 

élevés d’infarctus. Elle est stimulée par des facteurs de transcription présents également dans 

la différenciation ostéo-chondrocytaire comme la famille des Wnts. Récemment nous avons 

identifié LRP1 un récepteur transmembranaire comme étant un régulateur de la voie 

canonique de Wnt5a. Notre hypothèse est que, LRP1 en stimulant la voie des Wnts, et PPAR 

gamma en contrôlant la différenciation cellulaire, jouent un rôle pour contrôler la calcification 

des plaques d’athérome. 

Pour tester cette hypothèse nous avons généré au laboratoire des souris déficientes en PPARγ, 

LRP1 et PPARγ+LRP1 spécifiquement dans les cellules musculaires lisses vasculaires. 

-Caractérisation phénotypique des souris déficientes en PPARγ, LRP1 et PPARγ+LRP1 

spécifiquement dans les cellules musculaires lisses vasculaires. 

- Identification des mécanismes impliqués dans la calcification vasculaire. 
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Figure S1 

 

 

 
Figure S1: (a) Opened and Sudan IV-stained aortas from smPPAR!- female mice and 
controls (smPPAR!+). Arrowheads show lipid-laden (Sudan positive) atherosclerotic lesions. 
Scale bar, 0,5 cm. (b) Atherosclerotic lesion size in aortas from female smPPAR!- (n=4) and 
controls (n=5) mice. (c) Histological analysis of calcified atherosclerotic lesions in aortas 
from male and female smPPAR!- mice. (d) Von Kossa staining of chondrocyte-like cells in 
aortas from control mice (smPPAR!+). (e) RT-PCR analysis of the indicated genes in aortas 
from male (n=3) and female (n=3) smPPAR!- and control mice (n=6) fed an atherogenic diet.  
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Figure S2 

 

 

 
 
Figure S2: (a) Alizarin red and alcian blue staining of primary cultured PPAR!-/- and 
controls skin fibroblast treated with a chondrogenic cocktail 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 blue. (c) The Sox9 (-2 kb) and the Cart1 promoter 
is linked to a luciferase reporter. (d) sFRP1 mRNA levels in aortas from smPPAR!- and 
control mice. (e) Fra2 and (f) Osteocalcin mRNA levels in aortas from smPPAR!- and control 
mice fed an atherogenic diet and treated with rosigitazone for 2months. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



111 

 

 

 

 

 4 

Figure S3 

 

 

 
Figure S3: (a) Identification of PPREs in the sFRP2 promoter. (b) Alkaline phosphatase and 
(c) sFRP2 mRNA levels in aortas from smLRP1-, and control mice fed an atherogenic diet. 
(d) Alizarin red and alcian blue staining, and (e) Sox9 mRNA levels in primary cultured 
LRP1-/- and control (LRP1+/+) skin fibroblast treated with a chondrogenic cocktail for 15 
days. (f) Alkaline phosphatase mRNA levels in aortas from smLRP1-/smPPAR!-, and control 
mice fed an atherogenic diet. (g) Alizarin red staining of cultured vSMCs isolated from aortas 
of smLRP1-/smPPAR!- and control mice, and treated with a chondrogenic cocktail for 15 
days. (h) Sox9 and Cart1 mRNA levels in cultured vSMCs isolated from aortas of smLRP1-
/smPPAR!- and control mice, and treated with a chondrogenic cocktail for 15 days. 
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7. Discussions et Perspectives 

Dans cette étude sur la calcification des plaques d’athérome nous avons identifié une 

interaction fonctionnelle entre LRP1 et PPAR gamma dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires. Nous avons montré que les souris déficientes en PPAR gamma spécifiquement 

dans les cellules musculaires lisses (SmPPAR-) sous régime athérogène développent plus de 

calcification vasculaire que les souris contrôles. Au sein de la plaque d’athérosclérose des 

souris SmPPAR, on retrouve les gènes impliqués dans le programme de différenciation 

chondrocytaire et ostocytaire tels que Sox9, Cart1, ALP et Ostéocalcine. 

Nous avons montré que le niveau d’expression de sFRP2, un des inhibiteurs de la voie des 

Wnts, est fortement réduit dans les aortes des souris SmPPAR-. Cette levée d’inhibition 

entraîne l’activation de la voie de signalisation de Wnt5a qui entraîne la calcification 

vasculaire. Nous avons également montré que PPARgamma pouvait se fixer directement sur 

le promoteur du gène sFRP2 et induire son expression. Des études récentes ont montré que 

sFRP2 est capable d’inhiber la différenciation chondrocytaire et ostéocytaire des cellules 

souches mésenchymateuses (Alfaro et al., 2010). Nous avons montré que sFRP2 inhibe la 

chondrogenèse dans les cellules musculaires lisses vasculaires déficientes en PPAR gamma. 

De plus l’expression des marqueurs de la chondrogenèse diminue dans les cellules 

musculaires lisses vasculaires soumises à un cocktail de différenciation chondrocytaire 

traitées avec des agonistes PPARgamma comme la rosiglitazone ou avec du sFRP2 

recombinant. De la même manière, sFRP2 inhibe la chondrogenèse dans les cellules 

musculaires lisses vasculaires déficientes en PPARgamma et chez les souris SmPPAR-. 

PPARgamma protège de la calcification vasculaire en induisant l’expression de sFRP2. 

sFRP2 a été identifié comme inhibiteur de la voie des Wnts en antagonisant Wnt1 et Wnt9a. 

Dans cette étude, nous avons montré que sFRP2 était capable également d’antagoniser Wnt5a. 

Nous avons également montré que Wnt5a pouvait induire l’expression de deux gènes 

essentiels à la différenciation chondrocytaire : Sox9 et Cart1. 

Les souris qui n’expriment plus LRP1 ou LRP1 et PPARgamma soumises à un régime 

athérogène ne développent pas de calcification au niveau de la plaque d’athérome. Ces 

résultats suggèrent que LRP1 est nécessaire à la calcification des plaques d’athérome et que 
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PPARgamma joue un rôle protecteur en empêchant la voie de signalisation pro-

chondrogénique LRP1/Wnt5a.  

La transdifférenciation des cellules musculaires lisses vasculaires a déjà été observée 

(Iyemere et al., 2006). De plus, les cellules musculaires lisses vasculaires sont capables de se 

différencier en chondrocytes et jouent un rôle dans l’initiation et la progression des 

calcifications vasculaires (Shanahan et al., 1999; Speer et al., 2009). Ce changement de 

phénotype s’accompagne d’une perte des marqueurs spécifiques de cellules musculaires lisses 

comme MHC (Myosine heavy chain) et Sm-actin (Steitz et al., 2001). Nous avons montré que 

dans les aortes des souris SmPPAR- les cellules musculaires lisses vasculaires perdent 

l’expression de certains marqueurs comme MHC et Sm-actin ce qui indique que les cellules 

perdent leur phénotype contractile ce qui pourrait faciliter leur différenciation en cellules 

osteo-chondrocytaires. Les cellules de type osteo-chondrocytaire pourrait également avoir une 

origine monocyte-macrophagique étant donné que les souris SmPPAR- perdent l’expression 

de certains marqueurs des monocyte-macrophages au niveau de la plaque d’athérome tels que 

Mac-2 et CD68. 

Nous avons montré que LRP1 et PPARgamma sont des facteurs déterminant dans la 

différenciation chondrocytaire dans la paroi vasculaire et dans la calcification des plaques 

d’athérome. En activant la voie canonique de Wnt5a, LRP1 joue un rôle pro-chondrogénique 

alors que PPAR gamma par l’intermédiaire de sFRP2 inhibe cette voie de signalisation pour 

empêcher la calcification vasculaire. Ce travail a permis de mettre en évidence une nouvelle 

voie de signalisation qui pourrait avoir un impact clinique majeur. En effet, les agonistes 

sélectifs de PPARγ comme les thiazolidinediones pourraient être utiles dans la prévention et 

ou le traitement des calcifications vasculaires.  

 

 



115 

 

 

Bibliographie 



116 

 

8. Bibliographie 

Akune, T., Ohba, S., Kamekura, S., Yamaguchi, M., Chung, U.I., Kubota, N., Terauchi, Y., 
Harada, Y., Azuma, Y., Nakamura, K., et al. (2004). PPARgamma insufficiency enhances 
osteogenesis through osteoblast formation from bone marrow progenitors. The Journal of 
clinical investigation 113, 846-855. 
 
Alfaro, M.P., Vincent, A., Saraswati, S., Thorne, C.A., Hong, C.C., Lee, E., and Young, P.P. 
(2010). sFRP2 suppression of bone morphogenic protein (BMP) and Wnt signaling mediates 
mesenchymal stem cell (MSC) self-renewal promoting engraftment and myocardial repair. 
The Journal of biological chemistry 285, 35645-35653. 
 
Aronheim, A., Engelberg, D., Li, N., al-Alawi, N., Schlessinger, J., and Karin, M. (1994). 
Membrane targeting of the nucleotide exchange factor Sos is sufficient for activating the Ras 
signaling pathway. Cell 78, 949-961. 
 
Babaev, V.R., Yancey, P.G., Ryzhov, S.V., Kon, V., Breyer, M.D., Magnuson, M.A., Fazio, 
S., and Linton, M.F. (2005). Conditional knockout of macrophage PPARgamma increases 
atherosclerosis in C57BL/6 and low-density lipoprotein receptor-deficient mice. 
Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology 25, 1647-1653. 
 
Balse, E., Steele, D.F., Abriel, H., Coulombe, A., Fedida, D., and Hatem, S.N. (2012). 
Dynamic of ion channel expression at the plasma membrane of cardiomyocytes. Physiological 
reviews 92, 1317-1358. 
 
Bers, D.M. (2002). Cardiac excitation-contraction coupling. Nature 415, 198-205. 
 
Boucher, P., Gotthardt, M., Li, W.P., Anderson, R.G., and Herz, J. (2003). LRP: role in 
vascular wall integrity and protection from atherosclerosis. Science 300, 329-332. 
 
Boucher, P., Li, W.P., Matz, R.L., Takayama, Y., Auwerx, J., Anderson, R.G., and Herz, J. 
(2007). LRP1 functions as an atheroprotective integrator of TGFbeta and PDFG signals in the 
vascular wall: implications for Marfan syndrome. PloS one 2, e448. 
 
Chen, J., Kubalak, S.W., and Chien, K.R. (1998). Ventricular muscle-restricted targeting of 
the RXRalpha gene reveals a non-cell-autonomous requirement in cardiac chamber 
morphogenesis. Development 125, 1943-1949. 
 
Cheng, G., Litchenberg, W.H., Cole, G.J., Mikawa, T., Thompson, R.P., and Gourdie, R.G. 
(1999). Development of the cardiac conduction system involves recruitment within a 
multipotent cardiomyogenic lineage. Development 126, 5041-5049. 
 
Chun, J.S., Oh, H., Yang, S., and Park, M. (2008). Wnt signaling in cartilage development 
and degeneration. BMB reports 41, 485-494. 



117 

 

Cock, T.A., Back, J., Elefteriou, F., Karsenty, G., Kastner, P., Chan, S., and Auwerx, J. 
(2004). Enhanced bone formation in lipodystrophic PPARgamma(hyp/hyp) mice relocates 
haematopoiesis to the spleen. EMBO reports 5, 1007-1012. 
 
DeLise, A.M., Fischer, L., and Tuan, R.S. (2000). Cellular interactions and signaling in 
cartilage development. Osteoarthritis and cartilage / OARS, Osteoarthritis Research Society 8, 
309-334. 
 
Donath, M.Y., Sutsch, G., Yan, X.W., Piva, B., Brunner, H.P., Glatz, Y., Zapf, J., Follath, F., 
Froesch, E.R., and Kiowski, W. (1998). Acute cardiovascular effects of insulin-like growth 
factor I in patients with chronic heart failure. The Journal of clinical endocrinology and 
metabolism 83, 3177-3183. 
 
Gautel, M., Goulding, D., Bullard, B., Weber, K., and Furst, D.O. (1996). The central Z-disk 
region of titin is assembled from a novel repeat in variable copy numbers. Journal of cell 
science 109 ( Pt 11), 2747-2754. 
 
Goldstein, M.A., and Entman, M.L. (1979). Microtubules in mammalian heart muscle. The 
Journal of cell biology 80, 183-195. 
 
Gordon, A.M., Homsher, E., and Regnier, M. (2000). Regulation of contraction in striated 
muscle. Physiological reviews 80, 853-924. 
 
Graiani, G., Lagrasta, C., Migliaccio, E., Spillmann, F., Meloni, M., Madeddu, P., Quaini, F., 
Padura, I.M., Lanfrancone, L., Pelicci, P., et al. (2005). Genetic deletion of the p66Shc 
adaptor protein protects from angiotensin II-induced myocardial damage. Hypertension 46, 
433-440. 
 
Hamblin, M., Chang, L., Zhang, H., Yang, K., Zhang, J., and Chen, Y.E. (2011). Vascular 
smooth muscle cell peroxisome proliferator-activated receptor-gamma mediates pioglitazone-
reduced vascular lesion formation. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology 31, 352-
359. 
 
Hardy, W.R., Li, L., Wang, Z., Sedy, J., Fawcett, J., Frank, E., Kucera, J., and Pawson, T. 
(2007). Combinatorial ShcA docking interactions support diversity in tissue morphogenesis. 
Science 317, 251-256. 
 
Harvey, P.A., and Leinwand, L.A. (2011). The cell biology of disease: cellular mechanisms of 
cardiomyopathy. The Journal of cell biology 194, 355-365. 
 
Hawley, S.P., Wills, M.K., Rabalski, A.J., Bendall, A.J., and Jones, N. (2011). Expression 
patterns of ShcD and Shc family adaptor proteins during mouse embryonic development. 
Developmental dynamics : an official publication of the American Association of Anatomists 
240, 221-231. 
 
Holtwick, R., Gotthardt, M., Skryabin, B., Steinmetz, M., Potthast, R., Zetsche, B., Hammer, 
R.E., Herz, J., and Kuhn, M. (2002). Smooth muscle-selective deletion of guanylyl cyclase-A 
prevents the acute but not chronic effects of ANP on blood pressure. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America 99, 7142-7147. 
 



118 

 

Houser, S.R., Margulies, K.B., Murphy, A.M., Spinale, F.G., Francis, G.S., Prabhu, S.D., 
Rockman, H.A., Kass, D.A., Molkentin, J.D., Sussman, M.A., et al. (2012). Animal models of 
heart failure: a scientific statement from the American Heart Association. Circulation research 
111, 131-150. 
 
Hunter, J.J., and Chien, K.R. (1999). Signaling pathways for cardiac hypertrophy and failure. 
The New England journal of medicine 341, 1276-1283. 
 
Ibrahim, M., Gorelik, J., Yacoub, M.H., and Terracciano, C.M. (2011). The structure and 
function of cardiac t-tubules in health and disease. Proceedings Biological sciences / The 
Royal Society 278, 2714-2723. 
 
Iyemere, V.P., Proudfoot, D., Weissberg, P.L., and Shanahan, C.M. (2006). Vascular smooth 
muscle cell phenotypic plasticity and the regulation of vascular calcification. Journal of 
internal medicine 260, 192-210. 
 
Jakobsen, C.J., Torp, P., and Sloth, E. (2006). Assessment of left ventricular ejection fraction 
may invalidate the reliability of EuroSCORE. European journal of cardio-thoracic surgery : 
official journal of the European Association for Cardio-thoracic Surgery 29, 978-982. 
 
Johnson, R.C., Leopold, J.A., and Loscalzo, J. (2006). Vascular calcification: pathobiological 
mechanisms and clinical implications. Circulation research 99, 1044-1059. 
 
Kawano, Y., and Kypta, R. (2003). Secreted antagonists of the Wnt signalling pathway. 
Journal of cell science 116, 2627-2634. 
 
Kruger, M., and Linke, W.A. (2009). Titin-based mechanical signalling in normal and failing 
myocardium. Journal of molecular and cellular cardiology 46, 490-498. 
 
Lai, K.M., and Pawson, T. (2000). The ShcA phosphotyrosine docking protein sensitizes 
cardiovascular signaling in the mouse embryo. Genes & development 14, 1132-1145. 
 
Langlois, D., Hneino, M., Bouazza, L., Parlakian, A., Sasaki, T., Bricca, G., and Li, J.Y. 
(2010). Conditional inactivation of TGF-beta type II receptor in smooth muscle cells and 
epicardium causes lethal aortic and cardiac defects. Transgenic research 19, 1069-1082. 
 
Li, L., Miano, J.M., Cserjesi, P., and Olson, E.N. (1996). SM22 alpha, a marker of adult 
smooth muscle, is expressed in multiple myogenic lineages during embryogenesis. 
Circulation research 78, 188-195. 
 
Libby, P. (2002). Inflammation in atherosclerosis. Nature 420, 868-874. 
 
Lillis, A.P., Van Duyn, L.B., Murphy-Ullrich, J.E., and Strickland, D.K. (2008). LDL 
receptor-related protein 1: unique tissue-specific functions revealed by selective gene 
knockout studies. Physiological reviews 88, 887-918. 
 
Logan, C.Y., and Nusse, R. (2004). The Wnt signaling pathway in development and disease. 
Annual review of cell and developmental biology 20, 781-810. 
 
Lusis, A.J. (2000). Atherosclerosis. Nature 407, 233-241. 



119 

 

Malhowski, A.J., Hira, H., Bashiruddin, S., Warburton, R., Goto, J., Robert, B., Kwiatkowski, 
D.J., and Finlay, G.A. (2011). Smooth muscle protein-22-mediated deletion of Tsc1 results in 
cardiac hypertrophy that is mTORC1-mediated and reversed by rapamycin. Human molecular 
genetics 20, 1290-1305. 
 
McGlade, J., Cheng, A., Pelicci, G., Pelicci, P.G., and Pawson, T. (1992). Shc proteins are 
phosphorylated and regulated by the v-Src and v-Fps protein-tyrosine kinases. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America 89, 8869-8873. 
 
Michalak, M., and Opas, M. (2009). Endoplasmic and sarcoplasmic reticulum in the heart. 
Trends in cell biology 19, 253-259. 
 
Migliaccio, E., Giorgio, M., Mele, S., Pelicci, G., Reboldi, P., Pandolfi, P.P., Lanfrancone, L., 
and Pelicci, P.G. (1999). The p66shc adaptor protein controls oxidative stress response and 
life span in mammals. Nature 402, 309-313. 
 
Migliaccio, E., Mele, S., Salcini, A.E., Pelicci, G., Lai, K.M., Superti-Furga, G., Pawson, T., 
Di Fiore, P.P., Lanfrancone, L., and Pelicci, P.G. (1997). Opposite effects of the 
p52shc/p46shc and p66shc splicing isoforms on the EGF receptor-MAP kinase-fos signalling 
pathway. The EMBO journal 16, 706-716. 
 
Miquerol, L., Beyer, S., and Kelly, R.G. (2011). Establishment of the mouse ventricular 
conduction system. Cardiovascular research 91, 232-242. 
 
Mudd, J.O., and Kass, D.A. (2008). Tackling heart failure in the twenty-first century. Nature 
451, 919-928. 
 
Napoli, C., Martin-Padura, I., de Nigris, F., Giorgio, M., Mansueto, G., Somma, P., 
Condorelli, M., Sica, G., De Rosa, G., and Pelicci, P. (2003). Deletion of the p66Shc 
longevity gene reduces systemic and tissue oxidative stress, vascular cell apoptosis, and early 
atherogenesis in mice fed a high-fat diet. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America 100, 2112-2116. 
 
Okada, S., Kao, A.W., Ceresa, B.P., Blaikie, P., Margolis, B., and Pessin, J.E. (1997). The 66-
kDa Shc isoform is a negative regulator of the epidermal growth factor-stimulated mitogen-
activated protein kinase pathway. The Journal of biological chemistry 272, 28042-28049. 
 
Powell-Braxton, L., Hollingshead, P., Warburton, C., Dowd, M., Pitts-Meek, S., Dalton, D., 
Gillett, N., and Stewart, T.A. (1993). IGF-I is required for normal embryonic growth in mice. 
Genes & development 7, 2609-2617. 
 
Qu, A., Shah, Y.M., Manna, S.K., and Gonzalez, F.J. (2012). Disruption of endothelial 
peroxisome proliferator-activated receptor gamma accelerates diet-induced atherogenesis in 
LDL receptor-null mice. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology 32, 65-73. 
 
Radke, M.H., Peng, J., Wu, Y., McNabb, M., Nelson, O.L., Granzier, H., and Gotthardt, M. 
(2007). Targeted deletion of titin N2B region leads to diastolic dysfunction and cardiac 
atrophy. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 
104, 3444-3449. 
 



120 

 

Ravichandran, K.S. (2001). Signaling via Shc family adapter proteins. Oncogene 20, 6322-
6330. 
 
Reiss, K., Cheng, W., Ferber, A., Kajstura, J., Li, P., Li, B., Olivetti, G., Homcy, C.J., 
Baserga, R., and Anversa, P. (1996). Overexpression of insulin-like growth factor-1 in the 
heart is coupled with myocyte proliferation in transgenic mice. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America 93, 8630-8635. 
 
Rosca, M.G., and Hoppel, C.L. (2010). Mitochondria in heart failure. Cardiovascular research 
88, 40-50. 
 
Rota, M., LeCapitaine, N., Hosoda, T., Boni, A., De Angelis, A., Padin-Iruegas, M.E., 
Esposito, G., Vitale, S., Urbanek, K., Casarsa, C., et al. (2006). Diabetes promotes cardiac 
stem cell aging and heart failure, which are prevented by deletion of the p66shc gene. 
Circulation research 99, 42-52. 
 
Sakai, R., Henderson, J.T., O'Bryan, J.P., Elia, A.J., Saxton, T.M., and Pawson, T. (2000). 
The mammalian ShcB and ShcC phosphotyrosine docking proteins function in the maturation 
of sensory and sympathetic neurons. Neuron 28, 819-833. 
 
Sanford, J.L., Edwards, J.D., Mays, T.A., Gong, B., Merriam, A.P., and Rafael-Fortney, J.A. 
(2005). Claudin-5 localizes to the lateral membranes of cardiomyocytes and is altered in 
utrophin/dystrophin-deficient cardiomyopathic mice. Journal of molecular and cellular 
cardiology 38, 323-332. 
 
Savolainen, S.M., Foley, J.F., and Elmore, S.A. (2009). Histology atlas of the developing 
mouse heart with emphasis on E11,5 to E18,5. Toxicologic pathology 37, 395-414. 
 
Schlaepfer, D.D., Hauck, C.R., and Sieg, D.J. (1999). Signaling through focal adhesion 
kinase. Progress in biophysics and molecular biology 71, 435-478. 
 
Schoenenberger, C.A., Mannherz, H.G., and Jockusch, B.M. (2011). Actin: from structural 
plasticity to functional diversity. European journal of cell biology 90, 797-804. 
 
Sebestyen, M.G., Wolff, J.A., and Greaser, M.L. (1995). Characterization of a 5.4 kb cDNA 
fragment from the Z-line region of rabbit cardiac titin reveals phosphorylation sites for 
proline-directed kinases. Journal of cell science 108 ( Pt 9), 3029-3037. 
 
Shanahan, C.M., Cary, N.R., Salisbury, J.R., Proudfoot, D., Weissberg, P.L., and Edmonds, 
M.E. (1999). Medial localization of mineralization-regulating proteins in association with 
Monckeberg's sclerosis: evidence for smooth muscle cell-mediated vascular calcification. 
Circulation 100, 2168-2176. 
 
Sotgia, F., Lee, H., Bedford, M.T., Petrucci, T., Sudol, M., and Lisanti, M.P. (2001). Tyrosine 
phosphorylation of beta-dystroglycan at its WW domain binding motif, PPxY, recruits SH2 
domain containing proteins. Biochemistry 40, 14585-14592. 
 
Speer, M.Y., Yang, H.Y., Brabb, T., Leaf, E., Look, A., Lin, W.L., Frutkin, A., Dichek, D., 
and Giachelli, C.M. (2009). Smooth muscle cells give rise to osteochondrogenic precursors 
and chondrocytes in calcifying arteries. Circulation research 104, 733-741. 



121 

 

Stary, H.C., Chandler, A.B., Dinsmore, R.E., Fuster, V., Glagov, S., Insull, W., Jr., Rosenfeld, 
M.E., Schwartz, C.J., Wagner, W.D., and Wissler, R.W. (1995). A definition of advanced 
types of atherosclerotic lesions and a histological classification of atherosclerosis. A report 
from the Committee on Vascular Lesions of the Council on Arteriosclerosis, American Heart 
Association. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology 15, 1512-1531. 
 
Steitz, S.A., Speer, M.Y., Curinga, G., Yang, H.Y., Haynes, P., Aebersold, R., Schinke, T., 
Karsenty, G., and Giachelli, C.M. (2001). Smooth muscle cell phenotypic transition 
associated with calcification: upregulation of Cbfa1 and downregulation of smooth muscle 
lineage markers. Circulation research 89, 1147-1154. 
 
Stromer, M.H. (1998). The cytoskeleton in skeletal, cardiac and smooth muscle cells. 
Histology and histopathology 13, 283-291. 
 
Terrand, J., Bruban, V., Zhou, L., Gong, W., El Asmar, Z., May, P., Zurhove, K., Haffner, P., 
Philippe, C., Woldt, E., et al. (2009). LRP1 controls intracellular cholesterol storage and fatty 
acid synthesis through modulation of Wnt signaling. The Journal of biological chemistry 284, 
381-388. 
 
Tontonoz, P., and Spiegelman, B.M. (2008). Fat and beyond: the diverse biology of 
PPARgamma. Annual review of biochemistry 77, 289-312. 
 
Vanderlaan, R.D., Hardy, W.R., Kabir, M.G., Pasculescu, A., Jones, N., deTombe, P.P., 
Backx, P.H., and Pawson, T. (2011). The ShcA phosphotyrosine docking protein uses distinct 
mechanisms to regulate myocyte and global heart function. Circulation research 108, 184-
193. 
 
Vattikuti, R., and Towler, D.A. (2004). Osteogenic regulation of vascular calcification: an 
early perspective. American journal of physiology Endocrinology and metabolism 286, E686-
696. 
 
Wahli, W., and Michalik, L. (2012). PPARs at the crossroads of lipid signaling and 
inflammation. Trends in endocrinology and metabolism: TEM 23, 351-363. 
 
Wary, K.K., Mainiero, F., Isakoff, S.J., Marcantonio, E.E., and Giancotti, F.G. (1996). The 
adaptor protein Shc couples a class of integrins to the control of cell cycle progression. Cell 
87, 733-743. 
 
Wary, K.K., Mariotti, A., Zurzolo, C., and Giancotti, F.G. (1998). A requirement for caveolin-
1 and associated kinase Fyn in integrin signaling and anchorage-dependent cell growth. Cell 
94, 625-634. 
 
Watkins, H., Ashrafian, H., and Redwood, C. (2011). Inherited cardiomyopathies. The New 
England journal of medicine 364, 1643-1656. 
 
Wills, M.K., and Jones, N. (2012). Teaching an old dogma new tricks: twenty years of Shc 
adaptor signalling. The Biochemical journal 447, 1-16. 
 
Woldt, E., Matz, R.L., Terrand, J., Mlih, M., Gracia, C., Foppolo, S., Martin, S., Bruban, V., 
Ji, J., Velot, E., et al. (2011). Differential signaling by adaptor molecules LRP1 and ShcA 



122 

 

regulates adipogenesis by the insulin-like growth factor-1 receptor. The Journal of biological 
chemistry 286, 16775-16782. 
 
Yang, M., Jiang, H., and Li, L. (2010). Sm22alpha transcription occurs at the early onset of 
the cardiovascular system and the intron 1 is dispensable for its transcription in smooth 
muscle cells during mouse development. International journal of physiology, pathophysiology 
and pharmacology 2, 12-19. 
 
Zhang, R., Yang, J., Zhu, J., and Xu, X. (2009). Depletion of zebrafish Tcap leads to muscular 
dystrophy via disrupting sarcomere-membrane interaction, not sarcomere assembly. Human 
molecular genetics 18, 4130-4140. 
 
Zhao, G.Q., Zhou, X., Eberspaecher, H., Solursh, M., and de Crombrugghe, B. (1993). 
Cartilage homeoprotein 1, a homeoprotein selectively expressed in chondrocytes. Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the United States of America 90, 8633-8637. 
 
 



123 

 

Annexes 



124 

 

 

Annexes 1 : 

LRP1 et ShcA dans la régulation de la voie de la 

différenciation adipocytaire par l’IGF-1 récepteur : 

Woldt, E., Matz, R.L., Terrand, J., Mlih, M ., Gracia, C., Foppolo, S., Martin, S., Bruban, V., 

Ji, J., Velot, E., et al. (2011). Differential signaling by adaptor molecules LRP1 and ShcA 

regulates adipogenesis by the insulin-like growth factor-1 receptor. The Journal of biological 

chemistry 286, 16775-16782. 
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Mohamed MLIH 
  

Implication de LRP1 et ShcA dans deux pathologies 
cardiovasculaires : l’athérosclérose et l’insuffisa nce 

cardiaque 

Les maladies cardiovasculaires sont la première cause de mortalité dans le monde. 
Une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques est nécessaire. 
Dans ce travail de thèse nous nous sommes intéressés à deux pathologies 
cardiovasculaires : l’athérosclérose et l’insuffisance cardiaque. Récemment, nous 
avons identifié le récepteur LRP1 et la protéine adaptatrice ShcA comme étant deux 
protéines impliquées dans deux de ces pathologies cardiovasculaires. Nous avons 
montré que ShcA joue un rôle 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 à une perte de la 
contractilité. Nous avons montré que ShcA est essentiel à l’organisation des 
sarcomères et ceci très tôt durant l’embryogenèse. Dans une deuxième partie nous 
avons montré qu’en l’absence de PPARgamma, LRP1 était nécessaire à la 
calcification vasculaire en activant la voie prochondrogénique de Wnt5a. Nous avons 
montré que PPARgamma protège de la calcification vasculaire en induisant 
l’expression de Sfrp2 qui agit comme un antagoniste de Wnt5a. 

Mot clef : ShcA ; LRP1 ; PPARgamma ; Wnt5 ; sarcomère ; costamère ; insuffisance 
cardiaque ; cœur ; athérosclérose ; calcification ; chondrogenèse 

 

 

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. 
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