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Introduction

1. Systémes Cardiovasculaire et Pulmonaire

1.1 Introduction au systéme cardiovasculaire

1.1.1 Historigue de la physiologie cardiovasculaire

1.1.1.1 Médecine cardiaque de I'antiquité : Galien

Claude Galien, ou Claudius Galenus (131 — 201 Apreés J.C) était un médecin grec,
considéré comme « prince des médecins » par André Vésale, ce dernier contribuant par ses
talents de dissection avec William Harvey a la compréhension du systeme cardiovasculaire tel
gue nous le connaissons aujourd’hui. Galien, par ses travaux et théories, publia son savoir
dans son ceuvre « De Usu Partium » (De I'utilité des parties du corps) dans lequel il décrivit
entre autres sa vision de la circulation sanguine. Les médecins de I’antiquité et notamment
Aristote (Parties des Animaux, 330 avant J.C) décrivaient déja le cceur comme centre du corps
et du sang, permettant la vie a travers les artéres (pas encore les veines), et constataient que
I’esprit mourrait peu apres I'arrét des battements cardiaques, supposant alors que I'esprit
résidait dans le coeur. Cependant, leurs savoirs étaient limités puisqu’ils ne pratiquaient pas
de dissection. Les premiéres autopsies arriverent alors pendant le llleme siecle avant J.C avec
des médecins comme Hérophile de Calcédoine et Erasistrate de Céos. Galien reprit alors leurs
travaux et les poursuivit, notamment ceux d’Hérophile, qu’il publia dans son ouvrage De Usu
Partium. Il y mit en avant les deux états du sang : veineux et artériel, distribué par le foie. Le
sang artériel distribue le pneuma, provenant des poumons et de l'air inspiré, et subit une
combustion dans le coeur puis est envoyé vers le foie, devenant le sang permettant la chaleur
du corps. Les aliments utiles issus de la digestion par I'estomac, sont envoyés au foie pour
subir une « coction » (le reste étant éliminé en féces), et ainsi transformés en sang veineux
qui devient le sang nutritif pour les organes. Le foie distribue ensuite ces deux sangs dans
I'intégralité du corps humain, et les déchets de cette consommation périphérique seraient

expulsés par la transpiration. Ces descriptions aujourd’hui fantasques et obsolétes ont tout de



méme perduré pendant environ 15 siecles jusqu’a I'arrivée de la médecine moderne, avec

notamment William Harvey.

1.1.1.2 Médecine cardiaque moderne: William Harvey

William Harvey (1578-1657) était un médecin anglais qui a posé les bases de la
physiologie cardiovasculaire moderne. Il a en effet regroupé nombre de travaux de ses
prédécesseurs et les poursuivit dans son ceuvre Exercitatio Anatomica de Motu Cordis et
Sanguinis in Animalibus (Exercice anatomique sur le mouvement du cceur et du sang chez les
animaux, 1628), qui comme André Vésale (1514-1564), constaterent les erreurs proposées par
Galien, grace aux dissections effectuées sur corps humains. Parmi les travaux compilés, on
retrouve ceux d’André Vésale, qui put décrire la réelle anatomie cardiaque que nous lui
connaissons aujourd’hui, ainsi que sa physiologie contractile automatique. D’autres travaux
importants ont également été regroupés dans cette ceuvre. Ony trouve les travaux de Michel
Servet (1546), qui montra I'existence d’une circulation pulmonaire et d’une cloison
ventriculaire, empéchant « deux sangs distincts de se rejoindre » ; et aussi les travaux de
Realdo Colombo parus dans De re anatomica (1559) montrant I’échange sanguin entre le coeur
et les poumons, et décrivant les phases contractiles (systoles) et de repos (diastole) définissant
ainsi le cycle cardiaque, en montrant bien que le sang provenant des poumons ne véhicule pas
d’oxygéne (le Pneuma de Galien) mais bien du sang. Enfin, Andrea Cesalpino montra que le
sang veineux circulait des membres vers le cceur. Une fois tous ces travaux regroupés, William
Harvey pu les poursuivre et les approfondir, et publia ainsi Exercitatio Anatomica de Motu
Cordis et Sanguinis in Animalibus en 1628, montrant par ailleurs ses déductions et ses propres
expérimentations qui sont encore d’actualité dans la médecine moderne. Il décrit ainsi la

petite et la grande circulation, notamment par I’expérience suivante (Figure 1) :

« Si on établit un lien sur le bras, au-dessus du coude, a intervalles réguliers, on observe des
renflements ou des nceuds sur I’avant-bras. Ils sont formés par des valvules (Figure 1.1). Si vous
pressez la veine de maniére a chasser le sang, vous ne verrez pas le sang refluer (Figure 1.2).
Si maintenant vous appliquez un doigt de I'autre main sur la partie distendue de la veine au-
dessus de la valvule et si vous pressez vers le bas (partie distale du bras), vous constaterez que
vous ne pouvez pas pousser le sang de I'autre coté de la valvule (Figure 1.3 et 1.4). Il apparait

ainsi que la valvule empéche tout reflux sanguin. C’est la preuve que dans les veines, le sang



coule des parties inférieures aux parties supérieures (des membres vers le corps, vers le

ceeur) ».

Figure 1 : Figure 1.1 a 1.4 issue de Exercitatio Anatomica de Motu Cordis
et Sanguinis in Animalibus de William Harvey, publié en 1628, démontrant
la présence de valvules veineuses et ainsi la circulation veineuse. (1.) : Un
garrot permet d’observer la présence de nceuds sur les veines. (2.):
L’application d’une pression distale sur le bras (H) ne fait pas revenir le sang
vers la main. (3.) (4.) : Si I'on fait de méme qu’en (2.) et en cherchant a
repousser le sang vers la partie distale, la valvule empéchera tout reflux
sanguin.

Ces travaux permettent ainsi de comprendre le

sens unidirectionnel de la circulation sanguine. De plus,

Harvey montre par différentes mesures les volumes de
sang expulsés a chaque battement du coeur, rapportés
au nombre de battements par jour. Il obtient par ce
calcul plusieurs centaines de kilogrammes de sang par

jour véhiculés par le cceur, ce qui lui semble impossible

par les dires de Galien, qui montrait que le sang
provenait de I'alimentation. Il en déduit ainsi une circulation sanguine, dont le cosur est une
pompe faisant circuler un volume sanguin fini. Cependant, il n’est pas sGr du lien unissant le
sang artériel et le sang veineux, affirmant qu’il faut qu’il y ait un passage entre les deux, et se
risque a proposer que celui-ci se fait par les organes. C’'est finalement Marcello Malpighi, en
1661, qui découvre les capillaires sanguins permettant la vascularisation des organes grace

aux améliorations du microscope permises par Antoni van Leeuwenhoek.

Cependant, I'oxygénation du sang n’était pas encore connue, méme si Harvey avait
déja remarqué une différence de couleur entre le sang artériel rouge vif, et le sang veineux
bleu sombre. C’est finalement Richard Lower, dans son traité de cardiologie « Tractatus de
Corde, item de motu et colore sanguinis, et chyli in eum tranfitu » publié en 1669, qui évoque
une possible oxygénation du sang. Il récupéra du sang veineux dans un flacon ouvert, le secoua
et observa un changement de couleur du sang virant au rouge vif. Il est notable que les
médecins de cette épogue ne soupg¢onnaient pas le role de distribution du dioxygéne par le

systéme sanguin.



1.1.2 Anatomie et physiologie cardio-vasculaire

1.1.2.1 Le coeur et la circulation sanguine

Organe situé dans le médiastin antérieur, le coeur permet la bonne circulation du sang
dans l'intégralité de I'organisme (Figure 2.A). Il est ainsi scindé en deux parties : le cceur droit
et le cceur gauche, dont les ventricules sont séparés par un septum interventriculaire, faisant
gue le sang du cceur droit et du coeur gauche n’entrent jamais en contact. Le sang provenant
des poumons par les veines pulmonaires (au nombre de 4) aprés inspiration circule vers le
cceur en état oxygéné. Celui-ci se déverse dans I'oreillette gauche puis dans le ventricule
gauche par la valve mitrale. La phase de remplissage s’effectue dans le ventricule (diastole)
puis le muscle cardiaque se contracte (systole) pour éjecter le sang vers l'aorte au travers de
la valve aortique pour distribuer le sang oxygéné dans les tissus (Figure 2.C). Le sang riche en
oxygene va donc alimenter les différents organes de I'organisme, par le biais des artéeres.
Celles-ci peuvent avoir différentes tailles selon 'emplacement dans le corps (tronc aortique @
25mm ; artérioles @ 2mm, selon la Fédération Francaise de Cardiologie). Les artéres s’affinent
donc a I'approche des organes et forment un réseau capillaire conjointement avec les veines.
Ainsi, les arteres déversent I'oxygene (O3) et les nutriments dans les organes, puis les veines

récuperent les déchets métaboliques et le dioxyde de carbone (CO;) (Figure 2.B)

Le sang désoxygéné remonte alors par la veine cave inférieure (pour les organes
digestifs, membres inférieurs) et la veine cave supérieure (pour les membres supérieurs,
poumons, téte) et se déverse dans I'oreillette droite. Celle-ci transmet le sang au ventricule
droit par la valve tricuspide, qui envoie le sang désoxygéné aux poumons grace aux artéres
pulmonaires (au nombre de 2) via la valve pulmonaire (Figure 2.C). Il est intéressant de
constater que dans les meeurs, les artéres étaient caractérisées comme véhiculant le sang
riche en O, et les veines le sang riche en CO,. Or, la circulation pulmonaire en fait exception
puisque les veines acheminent le sang riche en O, vers le cceur, alors que les artéeres
acheminent le sang riche en CO; vers les poumons. Celles-ci définissent donc la petite
circulation proposée par William Harvey dans son traité publié en 1628. Par la suite, les artéres

seront caractérisées comme quittant le coeur, et les veines rejoignant le coeur.
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Figure 2 : Anatomie cardiaque et circulations pulmonaire et systémique. (A.) Dessin anatomique de thorax issu de I'atlas
d’anatomie humaine de Franck Netter. (B.) Représentation schématique de la circulation sanguine dans le corps humain,
proposé par la Fédération Frangaise de Cardiologie. (C.) Dessin anatomique de coupe de cceur, issu de I'atlas d’anatomie

humaine de Franck Netter.

1.1.3 Anatomie cardiaque et fonctionnement

1.1.3.1 Anatomie du coeur

Le coeur est composé de différentes couches de tissus. Il comprend dans sa partie
interne I'endocarde, composé d’un endothélium (épithélium de type pavimenteux) semblable
a celui tapissant les veines et les artéeres, également en lien continue avec celui des veines
caves, pulmonaires, 'aorte et les arteres pulmonaires (Figure 3.A). Il tapisse ainsi toute la
partie interne des ventricules et des oreillettes, tissu vascularisé en lien avec les ramifications

du tissu cardio-connecteur comme le réseau de Purkinje.



La partie médiane du cceur est constituée du myocarde. Celle-ci est constituée de
cardiomyocytes, effectuant la force contractile du muscle. Il est intéressant de noter que ces
cellules sont les moins renouvelées du corps humain. En effet, a 25 ans, seulement 1% des
cardiomyocytes sont renouvelées sur une année (par exemple, les cellules rétiniennes se
renouvellent tous les 10 jours), ce pourcentage diminuant avec I’age. Il n’a pas encore été mis
en évidence I'existence d’un pool cellulaire souche permettant la réjuvénation du coeur, ainsi
on considere que lors d’'une vie compléte d’un individu, moins de 50% du cceur a été renouvelé
par division des cardiomyocytes (Parmacek & Epstein, 2009). On retrouve également dans le
myocarde des vaisseaux coronaires, ainsi que de nombreuses fibres nerveuses permettant la
contraction synchrone des fibres musculaires. On notera que les ventricules sont trés

muscularisés, contrairement aux oreillettes qui possédent peu de cardiomyocytes.

La derniére partie est le péricarde, partie externe du coeur. Celui-ci est composé du
péricarde séreux et du péricarde fibreux. Le péricarde séreux est constitué d’un sac a double
paroi, comprenant le feuillet viscéral (entourant le coeur et la partie basale des vaisseaux), un
espace virtuel contenant du fluide péricardique (permettant les mouvements du cceur par
rapport a son environnement) et un feuillet pariétal pour protéger le coeur en surface. Il existe
aussi un péricarde fibreux, qui est principalement constitué de ligaments permettant de fixer
le cceur dans son environnement, en le liant au sternum, au diaphragme, et aux vertébres

(Figure 3.A).

Comme tout organe, le cceur a besoin d’étre vascularisé pour fonctionner. Il est ainsi
alimenté par la circulation systémique au travers des vaisseaux coronaires. Les arteres
coronaires partent directement de la partie basale de I'aorte, et alimentent le coeur en O;. Des
veines coronaires prennent ensuite en charge d’évacuer vers l'oreillette droite le sang enrichi
en CO;. Cependant il n’existe que peu d’anastomoses pour les vaisseaux coronariens. Ceci
peut alors provoquer un risque en cas de pathologies obstructives des vaisseaux comme
I'athérosclérose qui apparait souvent dans les artéres coronaires, induisant alors une ischémie
cardiaque (déficit en dioxygéne) provoquant la nécrose des tissus et donc un infarctus du
myocarde. Ceci est alors trés néfaste voire mortel en regard de la faible régénération du tissu

myocardique (Figure 3.B)
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Figure 3 : Anatomie cardiaque et histologique du caeur. (A.) Dessin représentatif de I’histologie cardiaque, issu de la galerie

médicale du Blausen Medical, 2014. (B.) Dessin des vaisseaux coronariens du cceur, issu de I'atlas d’anatomie humaine de

Franck Netter.
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1.1.3.2 Cycle cardiaque : contraction et potentiel d’action

Il existe dans le cceur différents nceuds nerveux permettant 'activité cardiaque. Le
courant électrique prend genése dans le nceud sinusal, et se propage a 'ensemble du cceur.
Dans un premier temps, le flux électrique va atteindre les oreillettes jusqu’a leur base et
provoquer leur contraction. Ensuite, le flux électrique va converger vers le nceud auriculo-
ventriculaire se situant entre les oreillettes et les ventricules. A partir de 13, le flux va se répartir
le long du septum interventriculaire et des ventricules le long du faisceau de His puis atteindre
le réseau de Purkinje et déclencher la contraction ventriculaire. Les cellules du nceud sinusal
provoquent ainsi un rythme automatique, appelé rythme sinusal, permettant au cceur de

réguler son activité selon les besoins de I'organisme (Figure 4.A).

L'activité contractile du coeur est due au myocarde, plus précisément les
cardiomyocytes. Ces derniers sont dits polarisés, ils ont une prédominance d’ions chargés
négativement a l'intérieur de la cellule par rapport a I'extérieur. On parle alors d’un potentiel
de repos, ici correspondant a un différentiel de charge de 'ordre de -90mV entre le milieu
intérieur et extérieur de la cellule. Un cardiomyocyte et une cellule excitable. Son excitation
par les nceuds nerveux déclenche un potentiel d’action a I'origine de la contraction cardiaque,

et se décompose en 4 phases (Figure 4.B).

e Phase 0: Ouverture des canaux sodiques (Na*) permettant I'influx de sodium
dans les cardiomyocytes, élevant le potentiel d’action jusqu’a +20mV. Ce
phénoméne est trés rapide. Le potentiel d’action ne se déclenche qu’une fois
une valeur seuil atteinte (environ -50mV).

e Phase 1 :Début de fermeture des canaux sodiques et calciques (Ca?*, plus lents)
pour repolariser les cellules et début d’ouverture des canaux potassiques (K*)
pour chasser le K* intracellulaire.

e Phase 2: état stable entre entrée des ions Na* et Ca?* et la sortie des ions K*
donnant un plateau.

e Phase 3 : Repolarisation de la membrane par fermeture compléte des canaux

Na*et CaZ* et efflux des ions K*.
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e Phase4 :retoural’état derepos, aux alentours de -90mV. Le potentiel de repos
est maintenu négatif grace aux pompes Na/K-ATP dépendantes qui régulent

I’équilibre ionique membranaire.

La transmission du flux électrique entre cardiomyocytes est facilitée par la présence
de disques intercalaires permettant une jonction communicante entre les cellules et
accélérant la propagation du flux électrique, a la fois dans le plan vertical et horizontal. Ainsi
on observe un effet pulsatile du flux a travers le coeur et une synchronisation contractile des

cardiomyocytes.

En mesurant les différents potentiels d’action des muscles cardiaques et des différents
nceuds nerveux, on peut élaborer un électrocardiogramme (ECG), sur lequel on distingue
I'onde P (dépolarisation et contraction des oreillettes droites et gauches), I'onde QRS
(dépolarisation et contraction des ventricules droits et gauches), et enfin lI'onde T

(repolarisation et relaxation des ventricules) (Figure 3.C).

A B. c &
a lL /]
-~ M Potentel de
membrane
(mv) Myocyte Contractile
Neeud sinusal
\'\ s 5 T
‘ 0
Neeud auriculo-ventriculaire > \ A
@ Nat
L R -0
.&'.: \‘\‘»‘\\‘ \ Q
Faisceau de His — \ AN / an S
Fibres de Purkinje —— \‘<</ T T =

1 contraction des oredlettes
2 contraction des ventricules
3 repolarisation des ventricules

Figure 4 : Fonctionnement du rythme cardiaque. (A.) Dessin représentant les nceuds impliqués dans le rythme cardiaque,
traduit de « Interactive physiology, cardiovascular system » de Marieb & Branstrom, 1996. (B.) Graphique représentatif d’un
potentiel d’action type observé dans les cardiomyocytes, proposé par le service de cardiologie de I'université de Montpellier.
(C.) Electrocardiogramme type présentant les différentes phases de contraction/relaxation des ventricules et oreillettes, issu

de la Fédération Frangaise de Cardiologie.

1.1.3.3 Arteres, veines et capillaires
Les artéres sont des vaisseaux emmenant le sang du coeur vers les organes. Ces
vaisseaux sont trés muscularisés, et en sortie de cosur subissent une pression forte due a la

force de contraction inotrope provoquée par le ventricule gauche, se situant en moyenne a

125mmHg (millimeétres de mercure) aprés systole, et a 70mmHg aprés diastole. Ainsi les
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artéres sont capables de moduler la pression artérielle grace a 3 couches de tissus présentes
sur celles-ci (Figure 5.A). On y trouve tout d’abord la partie externe, I'adventice, constituant
la couche protective et également permettant de fixer les artéres aux organes environnants
et a un support (exemple de I'aorte thoracique le long des vertebres). En partie médiane vient
la media, constituant la partie tonique de l'artére. Principalement composée de cellules
musculaires lisses, celle-ci peut ainsi se distendre ou se contracter afin de moduler le diametre
interne de l'artere et réguler la pression artérielle. Vient enfin I'intima, formant la partie
interne de l'artere, véritable chef d’orchestre du tonus vasculaire. Celle-ci principalement
formée d’une monocouche de cellules endothéliales dans sa partie la plus interne (au contact
du sang) permet de diriger les cellules de muscles lisses. Dotées de mécanorécepteurs, les
cellules endothéliales subissent une contrainte de cisaillement appliquée par le flux sanguin,
appelée « Shear Stress », permettant de détecter le flux sanguin. Plus le « shear stress »
augmente, plus la pression artérielle est élevée, ainsi les cellules endothéliales synthétisent
des facteurs vasodilatateurs comme |'oxyde nitrique (NO) ou des prostacyclines qui agiront
comme facteur relaxant sur les cellules de muscle lisse. Si le « shear stress » est trop faible,
ceci symbolise une pression artérielle trop faible, ainsi les cellules endothéliales vont
synthétiser des facteurs vasoconstricteurs comme I’endothéline pour rehausser la pression
artérielle. Le systeme neuro-humoral peut également moduler le tonus vasculaire par le biais
de neurotransmetteur comme |'acétylcholine ou I'adrénaline, dont I'effet peut varier selon
I’état de repos de I'organisme ou pendant une activité physique, dans le but de moduler le
tonus vasculaire afin de procurer aux organes les nutriments et I'oxygéne nécessaires a

I’activité en cours.

Les veines sont des vaisseaux emmenant le sang des organes périphériques vers le
coeur. Au contraire des artéres, ces vaisseaux sont peu muscularisés et nécessitent ainsi une
activité des muscles squelettiques afin d’effectuer le retour veineux vers le coeur (notamment
dans les jambes). La structure des veines est plus simple que celle des artéres. Néanmoins,
elles possédent des composants qui leur sont propres. On constate ainsi sur les veines la
présence de valvules, formées par les cellules endothéliales, permettant d’éviter le reflux
sanguin et de toujours garder une unidirectionnalité de la circulation sanguine (Figure 5.B). La

diastole du ventricule droit aide également a I'aspiration du sang vers le cceur. Le retour
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veineux doit d’ailleurs étre suffisant pour assurer un remplissage du ventricule droit correct

(pré-charge) et ainsi permettre une bonne circulation.

Les capillaires sanguins sont les vaisseaux les plus petits (diameétre entre 3 et 10um) et
possedent une paroi trés mince, constituée de cellules endothéliales reposant sur une lame
basale. On distingue trois types de capillaires sanguins. Dans un premier temps, les capillaires
continus, dans lesquels on y trouve des cellules endothéliales jointives et formant un
endothélium ininterrompu. L’échange sanguin peut se faire par diffusion par les fentes
intercellulaires, on en retrouve par exemple au niveau des muscles et des poumons. Ensuite,
les capillaires fenestrés, dans lesquels les cellules endothéliales présentent des pores ou
fenestrations (diametre de 70nm), perméables aux liquides, que I'on trouve dans les organes
a filtration importante comme le foie, l'intestin gréle, glandes endocrines, reins, etc. Ces
fenestrations permettent la diffusion rapide des macromolécules. Enfin, les capillaires
discontinus a grand diamétre (1-3um) dont la membrane basale est discontinue voir
inexistante comme dans le foie, la rate ou la moelle osseuse. Ceux-ci permettent le passage
des éléments figurés du sang, a savoir les érythrocytes (hématies), les leucocytes et les
plaquettes. La pression et le débit étant trés faible dans les capillaires, la régulation de la
pression artérielle est cruciale au maintien des capillaires mais aussi aux bons échanges en gaz

et nutriments entre le sang et les organes.
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Figure 5 : Représentation schématique des vaisseaux sanguins. (A.) : Représentation schématique d’une coupe longitudinale
d’artére, avec les tissus qui la composent. (B.) Représentation schématique d’une coupe longitudinale de veine, avec les tissus

qui la composent. Les deux schémas sont issus de la Fédération Frangaise de Cardiologie.



1.1.4 Pathologies cardio-vasculaires et enjeux

Les maladies cardiovasculaires sont le principal fléau que subit I’étre humain, premiere
cause de mortalité dans le monde. Selon L'Organisation Mondiale de la Santé, on estime
aujourd’hui environ 17.7 millions de déces dus aux maladies cardiovasculaires en une année
(Mai 2017), soit 31% de la mortalité mondiale totale, dont 7.4 millions correspondant a des

cardiopathies coronariennes et 6.7 millions aux accidents vasculaires cérébraux (AVC) (2015).

Cependant, la part génétique est trés faible dans ces pathologies, et la majorité est
donc environnementale. Ainsi, on constate une hausse de ces pathologies liée a la mauvaise
hygiéne de vie des patients. Des facteurs de risques les déclenchent, comme le tabagisme,
une mauvaise alimentation pouvant provoquer une obésité, la sédentarité et la

consommation d’alcool.

Ces facteurs sont notamment responsables d’occlusions vasculaires appelées
thromboses. Parmi celles-ci on compte I'athérosclérose. La formation de plaques d’athérome
se forme alors entre la couche endothéliale et la couche de cellules de muscle lisse. Un excés
de LDL oxydé (Low Density Lipid, ou lipide a faible densité) présent dans le sang sera capté par
les macrophages, qui se fixent sur 'endothélium et pénetrent entre les cellules endothéliales
dans la paroi des arteéres. Elles vont s’y loger et devenir des « Foam Cells », cellules graisseuses
stockant les LDL. En réponse a cela, les cellules de muscles lisses vont migrer autour de ces
« Foam Cells » et proliférer, les cellules endothéliales vont sécréter de la matrice
extracellulaire, ce qui va donner un manchon fibreux dans I'artére, au détriment de la lumiere
du vaisseau (le diametre externe de I'artére ne varie pas). Ainsi, le diameétre interne se voit
considérablement réduit limitant le flux sanguin. Dans un second temps, la plaque d’athérome
peut se fragiliser, et ainsi libérer son contenu dans la lumiére artérielle et venir provoquer une
thrombose du vaisseau. Selon la localisation de cette plaque, on peut constater différentes
formes anatomo-cliniques comme une angine de poitrine ou infarctus du myocarde (artéres
coronaires), un accident vasculaire cérébral (carotides ou polygone de Willis) claudication
intermittente voire phlébite (dans les membres inférieurs), etc... Des traitements existent et
se mettent en place pour traiter ces pathologies, comme limiter la fixation des macrophages
a I’'endothélium ou rendre les plaques d’athérome plus résistantes pour limiter leur rupture,

méme si corriger I’hygiene de vie reste la meilleure solution aujourd’hui.
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Les pathologies héréditaires sont plus rares, mais peuvent étre plus mortelles et
nécessitent des traitements en plus de I'hygiene de vie. On y trouve des cardiopathies
congénitales provoquant la plupart du temps des arythmies sévéres, également parfois une
hypertension artérielle et encore des insuffisances cardiaques dues a une dyspnée
myocardique. Ainsi les traitements visent a corriger la tension artérielle, réguler I'arythmie et
également reprendre une activité physique réguliere. Dans les cas les plus séveres, la chirurgie
est parfois nécessaire voire jusqu’a la transplantation cardiaque. Il existe parmi ces maladies
génétiques des pathologies plus rares, comme |’'Hypertension Artérielle Pulmonaire, pour
laquelle aucun traitement n’existe a ce jour, et le pronostic vital est tres faible puisque le déces
des patients survient peu de temps aprés diagnostic (pathologie que je détaillerai

ultérieurement).

1.1.5 Malformations veineuses et artério-veineuses (MAV)

Les anomalies vasculaires sont des |ésions localisées des vaisseaux sanguins dues a des
anomalies au cours de l'angiogenese. Sur la base de criteres biologiques et cliniques, ils
peuvent étre divisés en tumeurs vasculaires et malformations vasculaires. Alors que les
hémangiomes représentent la majorité des tumeurs vasculaires, les malformations
vasculaires comprennent les malformations veineuses, capillaires, artérielles, lymphatiques et
combinées. Ces lésions peuvent soit causer des dommages esthétiques limités, soit étre une
préoccupation médicale majeure en raison de la douleur, du saignement et de la destruction
des tissus. Bien que les petites lésions puissent souvent étre bien traitées, les thérapies sont
limitées pour les lésions compliquées, nécessitant le développement de nouvelles approches.
Aujourd’hui, des médicaments anti-angiogéniques sont testés pour certaines anomalies

vasculaires (Uebelhoer, 2012).

1.1.5.1 Hémangiomes Infantiles

Les hémangiomes infantiles (HI) sont les tumeurs bénignes les plus courantes de la
petite enfance, apparaissant chez environ 10% des nouveau-nés en Europe. Les HI affectent
les femmes plus fréguemment que les hommes, selon un ratio de 3 contre 1. On les trouve
principalement a la téte et au cou (60%) et concernent principalement la peau et les tissus

sous-cutanés (Boscolo & Bischoff, 2009). Les hémangiomes infantiles sont caractérisés par une
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phase de prolifération avec une augmentation rapide de la taille de la tumeur jusqu'a I'dge de
6 a 12 mois, suivie d'une phase involutive au cours de laquelle les HI régressent spontanément
et disparaissent finalement vers I'dge de 5 a 10 ans. La phase de prolifération est caractérisée
histologiquement par la présence de petits canaux vasculaires composés d'agrégats clonaux
de cellules endothéliales (CE) mélangés a des péricytes, des cellules dendritiques et d'un
nombre élevé de mastocytes. La théorie de la néogenese endothéliale est étayée par
I'expression de facteurs angiogéniques et leurs récepteurs : facteur de croissance endothélial
vasculaire A (VEGF-A), récepteurs du VEGF, VEGFR-1 et VEGFR-2, facteur de croissance de
fibroblaste basique (bFGF), TIE2 et angiopoiétine -2 (ANGPT2) (Boscolo & Bischoff 2009). Les
traitements actuels de I'HI reposent sur les antagonistes des récepteurs B-adrénergiques, le
propranolol ou l'acébutolol, ainsi que sur les corticostéroides. Les B-bloquants pourraient agir
en dérégulant ces facteurs angiogéniques, tels que le VEGF et le bFGF, et en promouvant

I'apoptose des cellules capillaires (Leaute-Labreze, 2008).

1.1.5.2 Malformations veineuses (MV)

Avec une incidence estimée entre 1/5000 et 1/10 000, les anomalies veineuses font
partie des anomalies vasculaires les plus fréquentes référées par des centres spécialisés en
raison de la morbidité. Les deux principales sous-classes sont les malformations veineuses
muco-cutanées (VMCM; MIM 600195), représentant environ 95% des anomalies veineuses,
et les malformations glomuveneuses (GVM; MIM 138000), représentant la majorité des 5%
restants (Uebelhoer, 2012). Certains syndromes incluent également des anomalies veineuses,
telles que le syndrome « Blue Rubber Bleb Nevus » (BRBN; MIM112200), Le syndrome Klippel
— Trénaunay (KT; MIM 149000) et le syndrome Maffucci (MS; MIM 166000), dus a des
mutations gains de fonction de TIE2. Principalement sporadique (98%), la MV peut plus
rarement étre héréditaire. Les MV sont des lésions molles, compressibles, bleues claires a
foncées, qui se développent principalement sur la peau et les muqueuses et infiltrent souvent
les tissus, les muscles et les articulations sous-jacentes (Dompmartin, 2010).
Histologiquement, les MV sont caractérisées par des canaux élargis recouverts d'une couche
unique de cellules endothéliales et de cellules musculaires lisses vasculaires irrégulieres
(Vikkula, 1996). Les formes rares héréditaires sont médiées par des mutations spécifiques gain
de fonction aux cellules endothéliales du Récepteur Tyrosine Kinase TIE2/TEK. Trois ligands

connus se lient a TIE2: l'angiopoiétine 1 (ANGPT1), l'angiopoiétine 2 (ANGPT2) et
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I'angiopoiétine 4 (ANGPT4). Alors que ANGPT1 active la phosphorylation de TIE2, ANGPT2 est
considéré comme un modulateur de I'activité de TIE2 dépendant du contexte. Lors de la liaison
du ligand, les récepteurs TIE2 se dimérisent et se phosphorylent de maniére croisée, ce qui
entraine |’activation des voies PI3K/Akt (dont le géne PIK3CA peut aussi présenter des
mutations gain de fonction MIM 171834) et MAPK, qui activent la survie, la prolifération et la
migration des cellules endothéliales, ainsi que la formation et la germination de tubes
vasculaires (Uebehloer, 2012). Le traitement actuel des MV repose sur la destruction de la
lumiere des vaisseaux anormaux par la sclérothérapie (avec de I'alcool ou d'autres agents
toxiques pour I'endothélium) ou par son élimination chirurgicale. En fonction de la localisation
anatomique, les deux approches peuvent étre d'une utilité limitée et une repousse est
souvent observée. Par conséquent, il y a un besoin urgent de meilleurs traitements. Le
Sirolimus (Rapamycine) est actuellement en phase 3 d’essai clinique (EudraCT Number : 2015-
001703-32) procurant des améliorations chez 39 patients sur 43 tant sur la réduction de la
douleur que sur la réduction des malformations veineuses avec un taux de 89%. Le Sirolimus
agit ainsi sur la voie TIE2 en inhibant I'activité de mTOR, lui-méme activé par la voie PI3K/Akt

(figure 6) (Seront, 2019).

1.1.5.3 Malformations capillaires (MC)

Une sous-entité distincte de malformations capillaires sont les MC associées a une
malformation artério-veineuse (CM-AVM; MIM 608354), caractérisées par de petites MC
multifocales rouges ou brunatres, souvent entourées d'un halo pale. Ces MC sont souvent
associées a une lésion a écoulement rapide (30%), telle qu'une fistule artérioveineuse (FAV),
une MAV ou un syndrome de Parkes Weber (PKWS) (Revencu, 2008a). La transmission
autosomique dominante a permis d’identifier le géne responsable, RASA1 (Eerola, 2003). La
protéine codée, p120RasGAP, régule négativement la voie Ras/MAPK. Aprés l'activation,
p120RasGAP est recruté a la membrane de la cellule (seule ou avec I'annexine A6), ou il
inactive Ras en renforgant son activité GTPase, générant une Ras inactive liée a GDP (Grewal,
2005). Ainsi une mutation de p120RasGAP permet le maintien de la voie Ras/MAPK
permettant alors la profifération, survie et migration des cellules endothéliales (Uebelhoer,

2012) (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma représentant les voies de signalisations impliquées dans les formes héréditaires des malformations
veineuses (traduit de Nguyen, Boon & Vikkula, 2017).

Parmi les malformations capillaires on trouve les malformations cérébrales
caverneuses (CCM) (MCM; MIM 116860), qui surviennent chez environ 0,5% de la population.
Elles sont principalement sporadiques (80%) mais peuvent se présenter sous forme
héréditaire a dominance autosomique (20%). Les patients ont souvent des convulsions, des
maux de téte, des problémes neurologiques et des hémorragies cérébrales, bien que certains
soient asymptomatiques. Les lésions sont principalement localisées dans le cerveau, mais
également dans la moelle épiniére et la rétine, et sont parfois accompagnées de Iésions
vasculaires cutanées. Bien que les patients sporadiques ne présentent généralement qu'une
seule lésion, les CCM familiales se caractérisent par des Iésions multifocales. Celles-ci sont
dues a des mutations bien connues. La forme CCM1 dues a des mutations de KRIT1, CCM2 due
a des mutations de malcavernin (ou CCM2), CCM3 due a des mutations de PDCD10, et enfin
CCM4 dont la mutation reste inconnue, sur le locus 3g26.3-27.2. Toutes ces mutations
affectent alors la voie des intégrines et p38/MAPK. Histologiquement, les CCM sont

constituées de vaisseaux capillaires dilatés entourés d'une couche défectueuse de cellules
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endothéliales sans jonctions serrées, ce qui entraine des lacunes entre ces cellules (Revencu
& Vikkula, 2006). Des traitements sont actuellement en cours d’investigation grace aux
criblages a haut débit permettant de proposer de nouvelles molécules originales
repositionnées dans cette pathologie, et apportant de nettes améliorations signalétiques et
également phénotypiques tant sur les modéles cellulaires comme HMVECd et HUVEC (retour
d’un phénotype allongé a normal), mais également sur les CCM présentes sur les cervelets de

souris (réduction des saignement) (Gibson, 2015 ; Otten, 2018).

Enfin, on trouve parmi ces malformations les Télangiectasies Hémorrhagiques
Héréditaires (HHT; MIM 187300) ou Maladie de Rendu-Osler. Il s’agit d’'une maladie
héréditaire a dominance autosomique avec une incidence de 1/5000 a 1/8000 dans le monde.
Elle se caractérise par des télangiectasies cutanéo-muqueuses et gastro-intestinales, souvent
associées a de multiples MAVs (Malformations artério-veineuses) ou FAVs (Fistules artério-
veineuses) dans les poumons, le foie, le cerveau ou le tractus gastro-intestinal. Les
télangiectasies sont des dilatations focales de veinules post-capillaires, entourées de vastes
couches de cellules de muscle lisse, avec des connexions directes aux artérioles dilatées en
I'absence d'un lit capillaire intermédiaire. Les patients souffrent alors d'épistaxis (saignement
nasale) récurrent et important (Govani & Shovlin 2009). Cette pathologie étant I'une des deux
gue j'ai étudié au cours de ma these, je dédierai un paragraphe a celle-ci plus loin dans

I'introduction (Partie 3.1).
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Figure 7: Photographies d’anomalies vasculaires chez des patients. (A.) : Hémangiomes sur I’avant-bras. (B.) : Malformations
capillaires (MC) sous forme CM-AVM dans le dos. (C.) : Malformations veineuses (MV) sur la langue. (D.) : Télangiectasies
hémorragiques héréditaires (HHT) sur les levres. (E.) : Malformations glomuveineuses (GVM) sur le pied. (F.) : Malformations
artérioveineuses (AVM) sur la main. (Adapté de Uebelhoer et al., 2012).
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1.2 Introduction au systéme pulmonaire et respiratoire

1.2.1 Historique de la respiration : travaux de Lavoisier et Laplace

Antoine Laurent Lavoisier est un chimiste, économiste, biologiste, physicien, avocat et
astronome francais, né a Paris en 1743 et mort décapité a Paris en 1794 Place de la Révolution
pendant la période de la Terreur lors de la Révolution Frangaise. On lui doit entre autres « Le
Traité Elémentaire de Chimie » (1789) remettant en cause les fondements de la chimie
phlogistique, notamment avec la loi de conservation de masse, utilisée encore aujourd’hui.
Ses travaux de chimiste lui ont également permis d’identifier les gaz présents dans
I’'atmosphere et de caractériser la respiration animale, soumis en 1777 dans « Expériences sur
la respiration des animaux et dans les changements qui arrivent a 'air en passant par leurs

poumons », publié comme mémoire a I’Académie Royale des Sciences.

Ainsi grace a I'élaboration de ses propres instruments de mesures, il put identifier la
composition en gaz de I'atmosphére, et notamment le gaz permettant a tout animal de
respirer. Les dogmes de I'époque comprenaient que la respiration était nécessaire a la vie
animale, mais décrivaient cet air nécessaire comme l'air « phlogistique », élément flamme
proposé J.J Becher au cours du XVlle siécle. Lavoisier viendra bouleverser ces croyances par

I’expérience suivante :

« J’ai placé un moineau franc sous une cloche remplie d’air commun et plongé dans une jatte
pleine de mercure. L’animal n’a paru nullement affecté pendant les premiers instants, il était
seulement assoupi. Au bout d’un quart d’heure, il a commencé a s’agiter, sa respiration est
devenue pénible et précipitée. Au bout de 55 minutes, I'animal est mort avec des espéces de
mouvements convulsifs. Cet air, qui avait été respiré par un animal était devenu fort différent
de I'air de 'atmospheére. Il précipitait I'’eau de chaux (déja identifié comme CO;) et éteignait les

lumiéres » (Figure 8.A).

Lavoisier remarque par ailleurs une similarité entre le gaz émis par la respiration et par
la combustion. Il en déduit alors que I'organisme vivant combure I'air atmosphérique dans les
poumons, pour en retour produire du CO;. Il poursuit ses travaux grace a Pierre Simon Laplace,
un jeune mathématicien, astronome, physicien et homme politigue normand dont Lavoisier

apprécie tout particulierement la rigueur scientifique. lls introduisent un cochon d’Inde dans
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un calorimetre qu’ils ont mis au point (Figure 8.B), et quantifient la chaleur dégagée par
I'animal en mesurant I'eau produite par la glace fondue, et mesurent aussi I'oxygene
consommaée. lls font de méme avec du charbon qui brile. lls remarquent ainsi une corrélation
entre chaleur produite et oxygéne consommé, qu’ils étaient en mesure de peser grace a une

balance dédiée aux gaz que Lavoisier mit lui-méme au point.
IIs en tirent ainsi I'observation suivante :

« La respiration est donc une combustion, a la vérité fort lente. Mais d’ailleurs parfaitement
semblable a celle du charbon. Elle se fait dans I'intérieur des poumons sans dégager de lumiére
sensible, parce que la matiére du feu devenue libre est aussitét absorbée par I’humidité de ses
organes. La chaleur développée dans cette combustion se communique au sang qui traverse

les poumons et de la, se répand dans tout le systéme animal ».

On constate que Lavoisier et Laplace se trompent quant au lieu de « combustion » du
dioxygene, puisque celui-ci se fait dans les organes et non dans les poumons, ces derniers
étant juste un vecteur de transmission pour les échanges gazeux entre I'air extérieur et le
sang. Néanmoins, ils identifient parfaitement le concept de respiration, en prouvant une

consommation de dioxygene par les animaux et un rejet de dioxyde de carbone.

Ses travaux se poursuivirent avec Armand Seguin, un chimiste et médecin francais, en
mettant au point un « respirométre » (Figure 8.C). Seguin fit office de cobaye pour cette
expérience (premiere expérience de Lavoisier sur un étre humain), et Lavoisier pu alors
démontrer que les besoins en dioxygene variaient selon I'activité physique de l'individu. Ces
travaux constituaient ainsi la base de la physiologie respiratoire telle que nous la connaissons
aujourd’hui. Il est intéressant de noter que contrairement aux travaux de William Harvey et
ses prédécesseurs, Lavoisier a travaillé comme un réel chimiste plutot que physiologiste, sans

effectuer de dissections sur animaux ou étre humain.
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Figure 8 : Expériences d’Antoine Laurent Lavoisier. (A.) Dessin montrant le principe de 'expérience du moineau de Lavoisier.
Ici, il montre également que la combustion du Mercure consomme du dioxygéne. (B.) Calorimétre mis au point par Lavoisier
et Laplace, avec en son centre un emplacement pour y mettre un cobaye, puis dans le cercle autour de la glace. Photo issue
de la collection des instruments historiques de I'Institut de I’Education Secondaire Jorge Manrique (Palencia, Espagne). (C.)
Dessin présentant I’'expérience de Lavoisier et Seguin sur le « respirométre ». On y trouve tout a gauche Armand Seguin en
cobaye, tout a droite Marie Anne Lavoisier en greffiére, et a sa gauche Antoine Lavoisier. La présence de Laplace n’est pas
confirmée dans cette peinture, réalisée par Marie Anne Lavoisier qui s’occupait de toutes les illustrations de son époux (issu

du Traité Elémentaire de Chimie, 1789).

1.2.2 Anatomie pulmonaire et fonctionnement

Situés dans la cage thoracique, les poumons ont pour fonction principale d’apporter a
I’'organisme du dioxygéne et d’éliminer le dioxyde de carbone produit dans les organes. Les
poumons sont au nombre de 2 et constitués de lobes. Le poumon droit est composé de 3
lobes, alors que le gauche uniquement de 2, notamment parce qu’une partie de I'espace est
occupée par le coeur. Le poumon possede en sa face extérieure une plévre pulmonaire, feuillet
protégeant la surface du poumon, en continuité avec la plévre pariétale, qui tapisse la partie
interne de la cage thoracique. Entre ces deux plévres se trouve la cavité pleurale, contenant

un liquide séreux permettant aux poumons de glisser sur la surface thoracique (Figure 9.A).

Lors de la respiration, le dioxygene passe alors par les voies nasales, se réchauffe et se
filtre dans les choanes dans I'arriére nez, puis passe dans le pharynx et le larynx, descend dans
la trachée pour atteindre finalement les bronches pulmonaires (Figure 9.B). Celles-ci se
divisent ensuite en bronchioles, pour se terminer par des alvéoles ou s’effectuera I'échange
gazeux avec le sang. Un réseau capillaire tapisse la paroi des alvéoles pour permettre
I"'absorption du dioxygene et I’expulsion du dioxyde de carbone. On compte dans les poumons

environ 600 a 800 millions d’alvéoles, permettant ainsi avec les capillaires de constituer une
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surface d’échange de pas moins de 100m?Z. Ainsi, le sang riche en CO, provenant du ventricule
droit passe par les arteres pulmonaires jusque dans les poumons et déverse le CO; dans les
alvéoles, puis I'O; passe des alvéoles au sang, pour ensuite rejoindre les veines pulmonaires

et enfin le ventricule gauche.
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Figure 9 Anatomie fonctionnelle des poumons et voies respiratoires. (A.) Représentation schématique des voies respiratoires
supérieures et inférieures, issue du site internet V.L.C Research OPHYS. (B.) Dessin illustrant I'agencement bronchial et

alvéolaire dans les poumons, avec le réseau capillaire le tapissant permettant I’échange gazeux, issu du site internet Virtual
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1.2.3 Mécanisme de la respiration : Respiration, Pression partielle gazeuse et
pH sanguin
1.2.3.1 La respiration anatomique

La respiration est un mécanisme impliquant différents acteurs, et se décompose en 2

parties distinctes.

Dans un premier temps, l'inspiration. Lorsque l'on inspire, plusieurs muscles se
contractent afin de créer une dépression intra-thoracique permettant I'entrée de I'air dans les
poumons. Des muscles permettent d’effectuer ce mouvement, on compte notamment le
diaphragme qui permet d’abaisser le plancher pulmonaire et les muscles intercostaux
externes qui permettent d’étendre la cage thoracique latéralement. Lorsque ces mouvements
sont insuffisants, d’autres muscles dits accessoires peuvent aider a augmenter I'amplitude
inspiratoire comme les muscles scalénes et sterno-cléido-mastoidiens (cou) ou encore le
trapéze (épaule) pour étirer la cage thoracique vers le haut. L'utilisation intempestive de ces
muscles peut étre signe d’une insuffisance respiratoire. L'expiration quant a elle, n’utilise que
les muscles de 'abdomen et les intercostaux internes afin de réduire le volume thoracique et

chasser I'air hors des poumons.

Ainsi, une inspiration et une expiration constituent un cycle respiratoire. Le nombre de
cycle peut varier selon I'effort, on compte en moyenne chez I'adulte 20 cycles par minute au
repos contre 50 cycles par minute a l'effort. L'amplitude respiratoire est également
mesurable. Au repos, I'amplitude est plus importante mais avec une fréquence plus faible,
alors qu’a I'effort I'amplitude est plus faible mais avec une fréquence élevée, permettant ainsi
un apport en dioxygéne plus rapide au niveau des organes, permis par 'accélération du

rythme cardiaque.

1.2.3.2 Pression partielle gazeuse

Les échanges gazeux s’effectuant au niveau alvéolaire se font selon le principe de
diffusion passive. Considérons deux compartiments séparés par une membrane, avec un
compartiment 1 plus concentré en élément X que le compartiment 2. Tout systéme biologique
et chimique tend a s’équilibrer pour des éléments gazeux et liquides. Ainsi, Un équilibre
naturel viendra se créer et un flux d’élément X se mettra en place du compartiment 1 vers le

compartiment 2. Pour les gaz, le mouvement d’air se déplace toujours d’'un compartiment de
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forte pression vers un compartiment de basse pression. On parle alors de pressions partielles

en gaz (Figure 10).

Temps
=
Compartiment 1
( 'uf'/ " (X i/ ) YO ] ) \') )
< y 4 y g hY
i Equilibre a
p . concentrations égales
() O ) ) (0 N0 (U () (O (O I A ()
" < 7\ .. < A A A 4 y 4 4 4
Compartiment 2

Figure 10 : Principe de diffusion (Adapté de E. Jaspard, 2012).

Pour le cas du dioxygéne, on constate que la pression partielle en O; dans I'atmosphére
est de 160mmHg. Entre les deux cycles respiratoires, « au repos », la pression partielle
alvéolaire en dioxygéne (ppaO2) et équivalente a la pression partielle en dioxygéne
atmosphérique grace au volume réduit des alvéoles (augmentant ainsi la quantité d’O; par
unité de volume). Lors de l'inspiration, le volume alvéolaire augmente, ce qui entraine la
diminution de la quantité d’O, par unité de volume, et donc la ppa0;, faisant rentrer le
dioxygene dans les poumons. Au niveau des alvéoles, on atteint alors des ppaO2 d’environ
100mmHg. L'air s’humidifiant dans les poumons, 'O, peut alors passer dans le circuit sanguin.
Ce passage s’effectue également par diffusion passive, puisque la ppO; dans le sang au niveau
des alvéoles est de 40mmHg. Une fois dans le sang, le dioxygéne pénétre les hématies
également par diffusion passive, puis se fixe a I'heme (4 molécules de dioxygene pour un

héme) pour le transport de I'oxygene a travers le corps. La ppO; peut alors atteindre 75 a

100mmHg dans les artéres.

Dans le cas du dioxyde de carbone, les mouvements moléculaires se font également
selon le principe de diffusion. La ppCO. dans les arteres se situe entre 35 et 45mmHg, ainsi la
forte pression du dioxygene permet une fixation prioritaire de I’O; sur I’heme des hématies.

La ppCO; atteignant le sang alvéolaire est d’environ 45mmHg, alors que la ppaCO2 (pression
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partielle CO; alvéolaire) est de I'ordre de 40mmHg, la diffusion s’effectue du sang vers les
alvéoles. Son expulsion hors des poumons est ensuite facilitée par I’expiration, et également
des mouvements passifs de gaz car la pression atmosphérique en dioxyde de carbone est de

I'ordre de 0.3mmHg.

1.2.3.3 Oy, CO; et pH sanguin

Le pH sanguin se situe entre 7.38 et 7.42. Si celui-ci descend sous la valeur seuil de
7.38, on parle alors d’acidose sanguine, pouvant étre d’origine métabolique mais également
respiratoire. Lors d’une hypoventilation par exemple, un individu va inspirer moins de
dioxygene et ainsi accumuler davantage de dioxyde de carbone dans le sang. Il s’opére alors
la réaction suivante : CO, + H,0 -> H* + HCOs". Cette formation d’ions H* (hydrogene) diminue
ainsi le pH sanguin, ce qui peut étre délétere pour l'individu, provoquant une dépression du
systéme nerveux. Si le pH n’est pas régulé, il peut provoquer un coma et la mort de l'individu
par défaut de fonctionnement enzymatique. L’hypoventilation peut étre morbide notamment
chez des patients obeses, pouvant présenter des génes respiratoires et ainsi des acidoses
sanguines. Il se peut que la valeur de pH sanguin dépasse 7.42, on parle d’alcalose sanguine,
qui elle aussi peut-étre d’origine respiratoire. On I'observe notamment pendant une activité
physique. L’hyperventilation permet une pénétration plus rapide de dioxygene dans
I’organisme et ainsi son accumulation. Lorsque le dioxygéne pénétre le sang, on observe alors
la réaction inverse a celle provoquée par le dioxyde de carbone. La consommation d’ions H*
fait augmenter le pH sanguin. Celle-ci compense alors l'acidose sanguine. Ces deux
mécanismes respiratoires permettent de maintenir un pH sanguin stable, et ainsi un

fonctionnement correct de I'organisme.

1.2.3.4 Pathologies pulmonaires et enjeux

Les pathologies pulmonaires peuvent étre de diverses origines. On distingue dans un
premier temps les infections, comme la tuberculose, qui affecte les bronches. Cette
pathologie est 'une des 10 plus mortelles dans le monde, ayant tué 1.8 millions d’individus en
2015 selon 'OMS. Une bactérie en est responsable, Myobacterium tuberculosis ou bacille de
Koch, infecte les poumons, dont le déclenchement de la pathologie peut étre différé par la

dormance du pathogene. En association avec le VIH (Virus de I'lmmunodéficience Humaine),
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le bacille de Koch devient alors davantage mortel, responsable d’un tiers des déceés de
personnes atteintes du VIH. Le BCG (vaccin) est utile pour prévenir les formes graves chez les
enfants, cependant chez I'adulte un vaccin est activement en recherche. Il est possible de
traiter cette bactérie par des antibiotiques sur 6 a 9 mois, cependant ce pathogéne est trés

résistant a ceux-ci.

On compte ensuite des pathologies de type environnemental. En effet, le tabagisme
est I'un des principaux déclencheurs de pathologies pulmonaires. On y trouve entre-autre les
Bronchopneumopathies chroniques obstructives (BPCO), maladie inflammatoire des
bronches caractérisée par un rétrécissement progressif des bronches, entrainant leur
obstruction et une géne respiratoire. Cette inflammation provoque une atrophie des muscles
lisses et également une hypersécrétion réactionnelle de mucus. L'inflammation touche aussi
les poumons, entrainant une destruction des alvéoles (emphyseme). 80% des BPCO sont
provoquées par le tabagisme (2015) et concerne 1.7 millions de personnes en France, et
représente environ 16 000 décés en moyenne par an (selon I'Inserm). La BPCO ne peut étre
guérie, cependant elle peut étre aisément prévenue compte tenu de I'hygiéne de vie mise en
jeu dans le déclenchement de la pathologie. Une fois déclarée, elle peut étre prise en charge
pour ralentir son évolution, notamment par l'arrét du tabac, un traitement médicamenteux

(utilisation de bronchodilatateurs et corticoides, oxygénothérapie) et de |’exercice physique.

Parmi ces pathologies environnementales ou idiopathiques, plus rares, on trouve
également le cancer du poumon. Celui-ci compte 49109 nouveaux cas par an en France (2017)
et présente un faible pronostic vital (30 991 déces par an en 2017), dont 80% serait d au
tabagisme (selon la Ligue contre le cancer), tant sur une consommation active que passive. On
distingue ainsi deux types de cancers pulmonaires : cancer bronchique a petites cellules
(tumeur agressive, d’emblée disséminée, 20% des cas) et non a petites cellules (carcinomes
épidermoides, adénocarcinomes et carcinomes indifférenciés, 80% des cas), caractérisé lors
de la biopsie. Ainsi, la prévention est de mise dans cette pathologie afin d’éviter tout
développement de cancer pulmonaire (arrét du tabac). Des traitements existent tout de
méme, comme la radiothérapie ou la chimiothérapie. La chirurgie est également possible dans
les cancers non a petites cellules, afin d’exciser la tumeur ou parfois effectuer une lobectomie,
voire pneumectomie dans certains cas. Cependant, en fonction de I’étape du cancer lors du

diagnostic et de la continuation ou non tu tabagisme, une récidive peut arriver.
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Il existe ensuite des pathologies génétiques affectant les poumons. On y trouve par
exemple I'asthme, inflammation chronique des bronches (semblable aux BPCO) due a la fois
a des prédispositions génétiques et déclenchée par des facteurs environnementaux (une
prédisposition ne provoque pas nécessairement I'asthme si I'environnement n’est pas
favorable au déclenchement de la pathologie). Chez les patients, I'inflammation des bronches
peut étre provoquée par des allergénes, le tabac, I'inhalation de produits irritants ou encore
la pollution de I'air. Une activité physique peut également déclencher une crise d’asthme.
Semblable aux BPCO, on constate une réduction du diameétre des bronches par contraction
des muscles lisses bronchiques et une hypersécrétion de mucus, parfois conduisant a une
hyper prolifération des cellules de muscles lisses et leur remodelage dans les asthmes sévéres.
Ainsi, 4 millions de francais sont concernés par cette pathologie, néanmoins 95% des cas sont
bien contrélés (les pires cas pouvant aller jusqu’a I'hospitalisation, selon I'Inserm). L’asthme
ne se guérit pas, et les traitements se basent alors sur le controle de la maladie. Il existe des
traitements de fond afin de limiter la fréquence des crises, en utilisant des anti-inflammatoires
comme les corticostéroides ou anti-leucotrienes, associés a des bronchodilatateurs. Il y a
ensuite les traitements de crises, comme les bronchodilatateurs rapides (Salbutamol) pour

traiter comme le nom l'indique les crises d’asthme.

Dans les pathologies génétiques, on compte également la Mucoviscidose. Celle-ci est
due a la mutation du gene CFTR, codant une protéine canal permettant I'échange d’ions
chlorures hors des cellules endothéliales pulmonaires permettant la fluidification du mucus.
Dans la pathologie, on constate alors une inflammation et un épaississement du mucus dans
les bronches (BPCO) provoquant une insuffisance respiratoire. Ce mucus peut également
provoquer la prolifération de bactéries comme Staphylococcus aureus (staphylocoque doré),
Haemophilus influenzae ou encore Pseudomonas aeruginosa qui déclenchent des infections
pulmonaires. Cette pathologie est rare, comptant 6000 cas en France avec 200 naissances
d’enfants atteints chaque année (Selon I'inserm, 2014). La prise en charge de cette maladie a
permis une augmentation de I'espérance de vie, passant de 5 ans dans les années 60 a 40 ans
aujourd’hui. Les centres de compétences cherchent a réduire les manifestations de la maladie,
en utilisant des mucolytiques et fluidifiants bronchiques, et parfois un traitement antibiotique
préventif. L'insuffisance respiratoire est traitée par oxygénothérapie, et parfois allant jusqu’a

la greffe pulmonaire.
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2 Famille des Bone Morphogenetic Proteins (BMP)

2.1 Découverte des BMPs

2.1.5 Travaux préliminaires

La présence de facteurs morphogénétiques osseux a été décrite en 1889 par Senn, qui
démontra qu’un os décalcifié pouvait étre utilisé pour le traitement de I'ostéomyélite, maladie
infectieuse provoquant des cavités osseuses (Senn, 1889). Puis, en 1938, Levander put
observer qu’un extrait d’os pouvait induire une formation d’os et de cartilage hétérotopique
siinjecté en intramusculaire chez le lapin. Il put ainsi en conclure que la régénération osseuse
apparaissait comme résultante de I'effet d’'une substance spécifique permettant la formation
osseuse, activant un tissu mésenchymateux non-spécifique (Levanger, 1938). En 1945, Lacroix
émit I'hypotheése de I'existence d’un inducteur osseux présent dans l'os, qu’il appelle
« Ostéogénine » (Lacroix, 1945). Ces travaux ont permis l'identification a proprement parlé
des BMPs (Protéines Morphogénétiques Osseuses) par Urist en 1965 grace a une seule
expérience, qu’il qualifiera comme « une seule expérience quitraca la route des BMPs » (Urist,

1965).

2.1.6 Travaux de Marshall R. Urist

Marshall R. Urist, né en 1914 et décédé en 2001, était un chirurgien orthopédique
ameéricain travaillant a I'Université de Californie, a Los Angeles. Son travail expérimental
incluait une transplantation d’une diaphyse osseuse décalcifiée a I’acide chlorhydrique (HCI),
excisé depuis un lapin adulte ou humain dans différents sites intramusculaires chez des lapins,
rats, souris et cochons, et également des transplantations dans des défauts osseux chez des
lapins et chiens, mais aussi chez des humains présentant plusieurs désordres squelettiques. I
observe ainsi les résultats suivants : quelques semaines aprés transplantation, du cartilage et
de 'os se sont formés a l'intérieur ou autour de la matrice osseuse donneuse. Les premiers
dépobts osseux apparurent au bout de 4 a 6 semaines dans des chambres d’excavation tres
vascularisées. Entre 8 et 16 semaines, I'os est enfin formé par la voie classique d’ossification
enchondrale. Urist put alors caractériser ses observations comme de la néo-synthese osseuse,

semblable a l'ostéogénese post-foetale, par auto-induction, dans laquelle les cellules

33



inductrices et cellules induites dérivaient d’un lit de cellules en croissance (Urist, 1965). Ceci
fut alors attribué a la présence d’une substance dans la matrice osseuse, qu’il nomma « Bone

Morphogenetic Protein » (BMP).

2.1.7 Identification des BMPs

Suite aux travaux d’Urist, les BMPs sont devenues un point clef de la recherche,
montrant qu’il ne s’agissait pas que d’une substance mais d’un groupe de protéines. Les BMPs
furent alors classifiées comme une sous-famille de la super-famille des Transforming Growth
Factors-beta (TGF-B), large famille moléculaire comprenant des facteurs de croissance et de
différenciation incluant les BMPs, TGF-Bs, Growth Differenciation Factors (GDFs) Activines,
Inhibines et I’hormone anti-Miillerienne. Comme les BMPs ont été démontrées comme
inductrices de formation osseuse et cartilagineuse, des groupes de recherche ont étudié leur
implication dans le processus normal de formation osseuse dans la genése squelettique (Hall,
1987; Rosen, 1989), la régénération osseuse et la guérison de fracture osseuse (Urist, 1986 ;
Luyften, 1992 ; Bostrom, 1995). Wang et al. furent les pionniers de la purification des BMPs,
extraites d’os bovin et isolées aprés migration sur gel d’agarose, dont ils découpérent la bande
correspondante puis la digérerent a la trypsine pour en établir la séquence peptidique (Wang,
1988). lls purent ainsi différencier 4 BMPs, de BMP1 a BMP4, dont les cDNAs (ADN
complémentaires) furent clonés par Wozney et al. pour comprendre leur fonctionnement
(Wozney, 1988). Ainsi, BMP1 était déja caractérisée comme métalloprotéinase. BMP2, 3 et 4
furent identifiées, nouveaux membres de la famille TGF-B, capables tout comme BMP1
d’induire la néo-formation d’os et de cartilage. D’autres BMPs purent ainsi étre identifiées
grace aux homologies de séquences en acides aminés connues des précédentes BMPs

(Celeste, 1990 ; Ozkaynak, 1990 ; Sampath, 1990).

De nouveaux réles potentiels pour les BMPs dans d’autres processus physiologiques
lors de I'embryogénése ont été montrés, en montrant la présence de BMPs dans le cerveau,

le cceur, les poumons, les reins, la rate et le foie.
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2.2 Présentation de la famille des BMPs

2.2.5 C(lassification et structure des BMPs

Les BMPs ont une structure hautement conservée que I’'on retrouve chez les membres
de la famille TGF-B. Elles possedent divers noms, notamment dus aux découvertes
extemporanées ainsi qu’aux différents roles qu’elles possedent. Ainsi, on distingue les
protéines morphogénétiques dérivées de cartilage (CDMPs), les GDFs mentionnées plus t6t,
les protéines ostéogéniques (OPs), ostéogénines et Vg-related (Vgr). Cependant, la
nomenclature actuelle les a renommées selon le terme de BMP. Selon leur homologie
structurale, on peut établir des sous-groupes de BMPs, comprenant le groupe BMP2-4, le
groupe BMP5-6-7-8, Le groupe BMP9-10 et le groupe BMP12-13-14. On constate que BMP1
n’est pas inclus dans les groupes, puisqu’il s’agit en fait d’'une métalloprotéinase, ainsi que
BMP3 puisque faisant partie de la voie de signalisation Smad2-3 propre a TGF-B (Smads que

je détaillerai ultérieurement).

Tout comme les membres de la famille TGF-B, les BMPs sont synthétisées comme pré-
pro-peptides inactifs, comprenant un signal peptidique en N-terminal et le peptide mature en
C-terminal, séparés par un pro-domaine (Xiao, 2007). Les BMPs précurseurs se dimérisent
ensuite par le biais d’'un pont disulfure, formant ainsi une protéine homodimérique d’environ
100kDa. Le précurseur BMP sera ensuite clivé par une furine, une pro-protéine convertase
permettant de former une BMP mature et biologiquement active d’environ 25kDa (Nelsen &
Christiane, 2009) (Figure 12). Ainsi les BMPs fonctionnent en tant qu’homodimeres,
cependant des recherches ont prouvé |'existence d’hétérodimeres ayant des roles importants
comme BMP2/7 révélant une implication dans I'induction du mésoderme (Suzuki, 1997) et
BMP4/7 (Yuan, 2011) pour la différenciation des cellules de la moelle osseuse, et plus

récemment BMP9/10 comme forme active principale dans le plasma (Tillet, 2018).
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Figure 11 : Famille des BMPs. Présentation des sous-groupes de BMPs, avec les récepteurs de type Il et de type | associés,

ainsi que les R-Smads et Co-Smad nécessaires a la transduction du signal (Katagiri & Watabe, 2016).
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Figure 12 : Etapes de maturation des molécules de la famille TGF-b. LAP (latency-associated peptide) ER = Réticulum

Endoplasmique. (Adapté de Oida & Weiner, 2010).
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2.2.6 Récepteurs aux BMPs

Les membres de la famille TGF-B effectuent leur voie de transduction par le biais de
deux types de récepteurs a activité sérine-thréonine kinase, les récepteurs de type | et de type
Il. Les BMPs peuvent lier les récepteurs de type |, cependant la liaison aux récepteurs de type
Il augmente drastiquement I'affinité des ligands aux récepteurs (Rosenzweig, 1995). Ainsi il
existe pour les BMPs 3 récepteurs de type Il, dans lesquels nous comptons les récepteurs de
I'activine de type IIA (ActRIIA) et de type IIB (ActRIIB) et le récepteur des BMPs de type Il
(BMPRII). BMPRII est spécifique des BMPs, cependant ces derniéres lient également les
ActRIIA et ActRIIB. Le géne BMPR2 code pour une protéine BMPRIl composée d’une partie
extracellulaire (liaison au ligand), un domaine transmembranaire, et une queue C-terminale
intracellulaire composée du domaine kinase, le tout formant une protéine de 530 acides
aminés. Les récepteurs de type Il sont constitutivement actifs et forment un homodimere, ils
phosphorylent par une activité sérine-thréonine kinase les récepteurs de types | sur leur

domaine riche en glycine-sérine (Figure 13).

Les récepteurs de type | sont appelés Activin receptor-like kinase (ALK) fonctionnant
également en homodimeres, allant de ALK1 a ALK7 pour la famille TGF-B, et semblables
structuralement aux Récepteurs de type Il avec un domaine extracellulaire, un domaine
transmembranaire, et une partie C-terminale intracellulaire comprenant un domaine sérine-
thréonine kinase et un domaine glycine-sérine qui sera phosphorylé par le Rll. On compte pour
les BMPs principalement les récepteurs ALK1, ALK2, ALK3 (BMPRIA) et ALK6 (BMPRIB). ALK3
et ALK6 sont structuralement semblables, comme ALK1 et ALK2, mais ces deux groupes sont
cependant trés éloignés. On constate que ALK2 et ALK3 sont exprimés de maniére ubiquitaire,
alors que ALK6 par exemple est restreint a I'ostéogénése (Lin, 2016) et ALK1 aux cellules
endothéliales (Seki, 2003). On peut ensuite observer différentes affinités entre les récepteurs
et les BMPs, ainsi que les récepteurs de type Il utilisés (Figure 10) (Yu, 2005). BMP2 et BMP4
se lient a ALK3 et ALK6 (ten Dijke, 1994), BMP6 et BMP7 se lient faiblement a ALK6 et ALK2
(Ebisawa, 1999), GDF5 (BMP14) se lie fortement a ALK6 (Nishitoh, 1996), puis BMP9 et BMP10
avec haute affinité a ALK1, puis ALK2 (David, 2007 ; Brown, 2005), alors que TGF-B lie
principalement ALK5 pour une autre voie de transduction. On y trouve par ailleurs GDF-9 et
BMP3 qui activent la voie TGF-B, a savoir ALK5 et ALK4 respectivement qui conduit, a l'instar

des autres BMPs, a la phosphorylation des Smad2 et Smad3 (Mazerbourg, 2004). On constate
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gue malgré étant membre de la famille BMP, GDF9 et BMP3 active la voie TGF-B, qui est
distincte de celle des BMPs. BMP3 a également été prouvée comme liant ActRIIB et entrant

ainsi en compétition avec BMP2 et BMP4 (Kokabu et al., 2012).

Une fois les récepteurs de type | phosphorylés par les récepteurs de type Il, les
récepteurs de type | vont a leur tour phosphoryler les Smads via leur domaine sérine-

thréonine kinase. On a donc un hétérotétramére fonctionnel activant la voie des Smads 1/5/8.
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Figure 13 : Présentation de la voie de signalisation canonique des BMPs (Adaptée de Hata & Chen, 2016)

2.2.7 Signalisation intracellulaire

Il existe chez les mammiféeres 8 Smads différentes, de Smadl a Smad8 (Smad8 est
dorénavant appelée Smad9). On distingue alors différentes Smads. Tout d’abord, on distingue
les Smads dont I'activité est régulée par les récepteurs, c’est-a-dire Smad1, Smad5 et Smad8,
spécifiques a la voie canonique des BMPs (R-Smads), phosphorylés par les récepteurs de type
| sur leur domaine C-terminal comprenant un motif S-S-X-S composés de Sérines, spécifique
aux R-Smads. On compte également les Smad2 et Smad3 comme R-Smad, mais spécifiques a

la voie TGF-B (non détaillés ici). 2 R-Smads vont ensuite se coupler a une Smad partenaire, ou
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co-Smad, a savoir Smad4. On constatera alors la formation d’un trimére, qui sera transloqué
au noyau pour réguler I'expression de leurs genes cibles en se liant a un SBE (Smad Binding
Element), en présence de co-activateurs (p300, CBP, Runx2, GCN5) et de répresseurs (c-Ski,
SnoN, Tob ou SIP1). Viennent ensuite les Smads inhibitrices, Smad6 et Smad7, effectuant un
rétrocontrole négatif sur la voie en empéchant la formation du trimere (R-Smads), - Smad4 et
son transit vers le noyau. Toutes les Smads ont en commun des séquences conservées. On
observe alors une séquence MH2 (Mad Homology 2), ubiquitaire aux Smads en C-terminal,
permettant I'interaction aux récepteurs et la formation d’oligomeres ; et une séquence MH1
en N-terminal uniquement conservée chez les R-Smads et co-Smads, nécessaire a la
translocation nucléaire ainsi qu’a la liaison de protéines liant ’'ADN, et a I’ADN directement

(Miyazono, 2010) (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation schématique de la structure des R-Smads, co-Smads et I-Smads. (Hata & Chen, 2016)
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Figure 15 : Voie de signalisations des BMPs avec répresseurs et activateurs de la voie. (Katagari & Watabe, 2016).

Les BMPs peuvent également activer des voies non canoniques, c’est-a-dire non Smad
dépendantes comme les mitogen-activated protéines kinases (MAPKs), c-Jun amino-terminal
kinase (JNK), Phosphoinositol-3-kinase (PI3K), Akt, et de petites GTPases (Derynck & Zhang,

2003), permettant de réguler de multiples réponses cellulaires.

2.2.8 Genes cibles de la voie

Les progres technologiques dans le séquencage de séquences d’ADN associées aux
protéines comme la Chromatin-Immunoprecipitation (ChiP), puis les analyses promoter array

(ChIP-chip) ainsi que les séquengages associés (ChIP-seq) ont pu mettre en évidence les sites
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de liaisons des Smads, variables selon les tissus (Morikawa, 2013). Ainsi, différents travaux ont
pu mettre en évidence que les BMPs régulaient différents génes cibles selon le tissu étudié,
montrant ainsi la spécificité cellulaire quant aux génes régulés par une méme voie de
signalisation. Par exemple, durant la différenciation ostéoblastique (effectuée sur des C2C12,
cellules myoblastiques murines), de nombreux geénes impliqués dans la transduction
signalétique et transcription sont modulés de maniere précoce suite a une stimulation de BMP
(2hrs). Parmi ceux-ci, on trouve notamment les protéines inhibitrices de différenciation Id1,
Id2 et Id3, également les I-Smads Smad6 et Smad7, ou encore OASIS, Prx2, TIEG et Snail, dont
I’expression est induite par les BMPs (de Jong, 2004). On constate également des réponses
intermédiaires (6hrs de stimulations BMP2) et tardives (24hrs) de genes de la différenciation
osseuse tels que Heyl (médiant la voie Notch) et Tcf7 (médiant la voie Wnt). Pendant
I'angiogenése, BMP4 induit I'expression d’ld1, gene considéré comme cible type de la voie
BMP, en concomitance avec une induction de VEGFR2 (Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor 2) et Tie2, récepteurs pour VEGF et les angiopoiétines pour réguler la prolifération

des cellules endothéliales (Suzuki, 2008).

Id1 est donc une cible de choix afin d’étudier I'activité des BMPs, plus particulierement
les Smadl1, Smad5 et Smad8. Dans le promoteur du géne /d1, il existe une région GC-riche
située a 1kb en amont du site d’initiation de transcription, identifiée comme le BMP-Response
Element (BRE) (Katagiri, 2002 ; Korchynskyi & ten Dijke, 2002 ; Lopez-Rovira, 2002). Ainsi,
Smad1l et Smad4 se lient au BRE pour induire la transcription d’Id1. Ces travaux ont permis de
mettre en évidence que les BMPs induisaient de maniéere précoce et spécifique la protéine Id1

et ce dans différents tissus.

Parmi les autres genes régulés par les BMPs, on y trouve également Smad6 qui est
induit de maniere précoce, semblable a Id1 (Takase, 1998). Le BRE décrit dans le promoteur
du gene codant la protéine Smad6 contient 28 paires de bases GC-riches, comptant également
4 séquences chevauchantes de motifs GCCGnCGC reconnues par Smadl et Smad5 (Ishida,
2000). Smad6 étant une Smad inhibitrice, la voie BMP interfere elle-méme sur sa transduction
en mettant en place un rétrocontrole négatif. On constate que I'expression de Smad8 est
également induite par la voie des BMPs, mais pas par la voie TGF-B, et ce en 1hr de stimulation

(Tsukamoto, 2014).
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2.3 Régulation de la voie

2.3.5 Répression de la voie

La voie de signalisation des BMPs est régulée de multiples facons, de la partie
extracellulaire jusqu’au noyau. A I'extérieur des cellules, les antagonistes des BMPs viennent
empécher la liaison des BMPs sur leurs récepteurs en se liant directement aux BMPs (Brazil,
2015). On compte de nombreux antagonistes, comme par exemple noggin, chordin, chordin
like-1, chrodin like-2, Gremlin, Cerberus, follistatin, ectodin/uterin sensitization-associated
gene-1 (USAG-1), et les membres de la famille DAN (Figure 15). Certains des antagonistes tels
gue noggin et Gremlin sont induits par les BMPs, suggérant un effet de rétrocontréle négatif
induit par les BMPs (Kameda, 1999 ; Pereira, 2000). On constate que chordin inhibe
principalement I'activité de BMP2, BMP4 et BMP7, et noggin surtout BMP5, BMP6, BMP13 et
BMP14 (Bragdon, 2011).

On constate ensuite une régulation de la voie au niveau membranaire par BAMBI (BMP
and activin membrane-bound inhibitor), un pseudo-récepteur de la famille des TGF-p.
Néanmoins, BAMBI ne présente pas de domaine sérine-thréonine kinase intracellulaire. Il agit
en inhibant la formation des complexes de récepteurs et donc la transduction du signal des
BMPs (Onichtchouk, 1999) en remplacant les récepteurs de type | dans le complexe
hétérotétramérique (Sieber, 2009). L'expression de BAMBI est induite par les BMPs et TGF-f,

montrant a nouveau un effet de rétrocontréle négatif (Onichtchouk, 1999).

La régulation intracellulaire s’effectue principalement par les I-smads, comprenant les
Smadb6 et Smad7 comme décrit précédemment. Celles-ci vont interagir a différents endroits
de la cascade signalétique. Au niveau des récepteurs, les [-Smads peuvent lier les récepteurs
empéchant alors la phosphorylation des R-Smads. Les I-Smads peuvent également recruter
des E3 ubiquitine ligases (Smurfl, Smurf2 et NEDD4-2) qui vont ubiquitiner les récepteurs et
les dégrader via le protéasome (Miyazono, 2010). Les I-Smads exercent aussi un role sur les R-
Smads, empéchant la formation du complexe R-Smad + co-Smad. Il est également possible
d’observer une déphosphorylation et ubiquitination des R-Smads, comme une ubiquitination
de Smad4 (par Smurfl et Smurf2), rendant ce trimére inactif. L’expression de Smad6 et Smad?7

est induite par I'activation de la voie des BMPs, notamment Smad6 qui est induite de maniére
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précoce (2hrs) (Jong, 2004) effectuant alors un rétrocontréle négatif précoce sur la voie
Smad1/5/8. On constate également la présence de répresseurs transcriptionnels au niveau
nucléaire, comme c-Ski, SnoN et Tob qui conjointement aux I-Smads peuvent interagir sur les
promoteurs des genes cibles de la voie pour réprimer leur expression (Miyazawa & Miyazono,

2017).

2.3.6 Potentialisation de la voie

Parmi les régulateurs de la voie des BMPs, on trouve également des molécules
capables de potentialiser celle-ci. Comme expliqué plus haut, BMP1 est une métalloprotéase
capable de cliver le pro-collagéne (Kessler, 1996). Ainsi, BMP1 est capable de cliver le
complexe BMP-Chordine afin de libérer les BMPs de leur inhibiteur en clivant directement la
chordine, permettant ainsi d’activer la voie BMP (Marques, 1997 ; Piccolo, 1997).
Kielin/Chordin like protein (KCP) a été identifiée comme possédant une séquence cystéine-
riche de 18 répétitions de cystéines et un domaine de von Willebrand (Lin, 2006). Ainsi,
puisque les antagonistes présentent fréquemment ces séquences répétées, KCP peut se lier
aux BMPs mais cette fois-ci pour potentialiser I'activité BMP et ce de maniére paracrine. On
compte également Crossveinless-2 (BMPER, BMP Binding Endothelial Regulator) semblable
structuralement a la chordine mais agissant a la fois comme potentialisateur et inhibiteur du
signal produit par les BMPs, de maniére tissu dépendant puisque déplété dans les cellules

endothéliales (Moser, 2003 ; Heinke, 2008).

Il existe des co-récepteurs capables de potentialiser une réponse BMP. On y trouve la
famille des repulsive guidance molecule (RGM), comprenant RGMa, RGMb (ou DRAGON) et
RGMc (ou hemojuvelin / HFE2). Les RGMs sont capables de se complexer avec les récepteurs
de type | et se lient spécifiqguement avec BMP2 et BMP4 mais pas BMP7 ou TGF-B1 dans le but
de potentialiser une réponse BMP (Nili, 2010 ; Babitt, 2005 ; Samad, 2005). On trouve
également I’endogline, dont I'expression est principalement localisée dans les cellules
endothéliales, potentialise BMP2 et BMP9, et également le betaglycan, ubiquitaire,
potentialise BMP2 et BMP4 (Lowery & Caestecker, 2010 ; Nolan-Stevaux, 2012)

L'activité des BMPs est aussi positivement régulée dans le noyau, dans lequel on vy
trouve des co-activateurs transcriptionnels comme p300 et CBP (Creb Binding Protein),

pouvant se complexer avec les R-Smads phosphorylés pour permettre la transcription des
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geénes cibles. Runx2 est capable d’interagir directement avec Smad1 et Smad5 pour participer

a la transcription directe des génes cibles des BMPs (Katagiri & Watabe, 2016).

2.4 Lieux d’expression des BMPs

La plupart des BMPs sont exprimés ubiquitairement lors du développement
embryonnaire, cependant aprés la naissance I'expression de certaines BMPs se restreint a
certains tissus. On constate alors que les BMP3, BMP4, BMP5 et BMP6 sont trés exprimées
dans les poumons, et BMP7 abondamment exprimée dans les reins (Ozkaynak, 1992). Les
ostéocytes et ostéoblastes sont une source importante de BMPs dans la matrice osseuse, ou
I'expression en ARNm de BMPs y est induite pendant I'ostéogenése, notamment BMP3
(Kokabu, 2012). On constate aussi I'induction de I'expression de BMP4 lors de la réparation de
fracture osseuse dans les « callus-forming cells » (Nakase, 1994). L'expression de BMP4 est
induite elle-méme par les BMPs, et est plus forte dans les cellules lymphoblastoides établies
chez les patients atteints de fibrodysplasie ossifiante progressive (FOP) ou maladie de
I’'homme de pierre, pathologie due a une mutation gain de fonction sur ACVLR1 codant pour
ALK2 (Shafritz, 1996). BMP6 est trés exprimée dans les chondrocytes hypertrophiques, cellules
possédant des caractéristiques cartilagineuses et osseuses pendant ['ossification
endochondrale (Lyons, 1989). BMP9 est produite par les cellules stéllaires hépatiques, et
circule dans le plasma a la fois sous forme non processée et inactive (40%) et sous forme
mature et active (60%) (Bidart, 2012). Le niveau circulant de BMP9 dans le corps humain
adulte se situe aux alentours de 6.2ng/mL variant de 2 a 12ng/mL selon les individus, et est
suffisant pour induire une signalisation constitutive Smad 1/5/8 dans les cellules endothéliales
(David, 2008). BMP10 est produite dans le cceur, dans son intégralité pendant le
développement puis plus particulierement par 'oreillette droite aprés la naissance, et est
nécessaire au développement cardiague. Son inactivation au stade précoce chez des
embryons de souris provoque fatalement leur mort (Chen, 2004 ; Huang, 2012). Plus
récemment, BMP10 a été montrée comme également exprimée dans le foie dans les cellules
stellaires hépatiques, permettant ainsi la formation de I’hétérodimére BMP9-BMP10,

responsable de la majorité de I'activité BMP dans le plasma (Tillet, 2018).

Dans la suite de cette introduction, nous allons nous focaliser sur I'implication de la

voie de BMP9 dans ses fonctions physiologiques, et plus particulierement dans les cellules
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endothéliales vasculaires, dont le role est crucial au maintien de I’homéostasie vasculaire et
dont le déreglement peut conduire a de séveres pathologies comme la Maladie de Rendu
Osler ou I'Hypertension Artérielle Pulmonaire. Ce sont ces deux pathologies que j’ai étudié au

cours de ma these.

2.5 La voie de signalisation BMP9

BMP9 est un facteur de croissance homodimérique avec un nceud cystéique. Avec
BMP10, elle constitue I'un des ligands BMP majoritaire agissant sur les cellules endothéliales
(David, 2007), point de départ d’'une cascade signalétique mettant en jeu un complexe
hétérotétramérique de récepteurs comprenant un homodimére de récepteurs de type |
(ALK1) et un homodimeére de récepteurs de type Il (BMPRII, ActRIIA ou ActRIIB). Ces récepteurs
a activité sérine-thréonine kinase vont alors médier la signalisation intracellulaire par la
phosphorylation des Smads 1/5/8 et de voies Smad-indépendantes, induisant I’expression de
nombreux genes cibles notamment /ID1-3, BMPR2, SMADG6, et Notch entre autres (Figure 15).
Il a été démontré que le récepteur BMPRII subissait un rapide « turnover » via une dégradation
lysosomale (Dunmore, 2013) et que l'induction de I'expression de BMRP2 par les formes
circulantes de BMP9 et BMP10 contribuait au niveau basal de la protéine BMPRII sur les
membranes des cellules endothéliales (David, 2007 ; Upton, 2009). L'endogline, co-récepteur
de la famille des TGF-B, lie a la fois BMP9 et BMP10 avec une forte affinité (Castonguay, 2011)

et est nécessaire a la signalisation de BMP9 (Nolan-Stevaux, 2012).
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Figure 16 : Schéma de la voie de signalisation de BMIP9, (adapté de LI W., 2016).

2.6 RoOle vasculaire de la voie BMP9

Le role des BMPs est crucial a la formation et au maintien des systémes vasculaires, et
leur implication a été démontrée dans différents désordres vasculaires héréditaires,
notamment dans la maladie de Rendu-Osler, ou Télangiectasie Hémorragique Héréditaire
(HHT) ainsi que I'Hypertension Artérielle Pulmonaire (HTAP) (Cai, 2012), que je détaillerai
ultérieurement. En condition physiologique, le rbéle des BMPs est crucial pour le
développement vasculaire. En effet, les BMPs régulent la prolifération et la migration
endothéliale (David, 2009). BMP2 et BMP4 régulent ainsi de maniere positive la prolifération
des cellules endothéliales (Vladimarsdottir G., 2002 ; Suzuki Y., 2008) mais aussi négativement
(Kiyono et Shibuya, 2003). Cependant, le role de BMP9 est un peu moins clair concernant la
prolifération et la migration des cellules endothéliales. En effet, il a été démontré un réle

inhibiteur a forte dose de BMP9 (Scharpfenecker, 2007 ; David, 2008 ; Ricard, 2012), alors qu’a
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faible dose, il promeut la prolifération de différentes lignées endothéliales in vitro, sur des
plugs de matrigel (Suzuki, 2010). On constate donc des effets différents selon le contexte

cellulaire mais également les concentrations en BMP9 utilisées.

Les vaisseaux lymphatiques drainent le liquide interstitiel des capillaires sanguins. Une
dysfonction du systeme lymphatique peut résulter en lymphoedémes, caractérisés par des
gonflements des tissus affectés. Les vaisseaux lymphatiques procurent également une voie de
choix pour les métastases de différents cancers, dont les nceuds lymphatiques influent sur la
progression du cancer. L'inhibition du signal induit par BMP9 par I'administration d’ALK1-Fc,
une protéine chimérique soluble consistant en la partie extracellulaire du récepteur ALK1
fusionnée a un fragment Fc, perturbe la lymphangiogenése post-natale dans la rétine, la
qgueue et l'oreille, suggérant que BMP9 est impliqué dans la lymphangiogenése (Niessen,
2010). La signalisation BMP9/ALK1 a également été montrée comme inhibant la formation des
vaisseaux lymphatiques a la fois en conditions physiologiques et pathologiques en inhibant la

prolifération des cellules endothéliales lymphatiques (Levet, 2013 ; Yoshimatsu, 2013).

La formation et progression tumorale requierent la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins pour nourrir la tumeur en oxygene et nutriments. La signalisation établie par
BMP9/ALK1 a regu une attention particuliere comme cible anti-angiogénique pour étre
bloguée pharmacologiquement en utilisant ALK1-Fc afin de piéger BMP9 mais aussi BMP10
(Cunha, 2010). ALK1-Fc en combinaison avec des anti-VEGFR semble diminuer la croissance
tumorale. Cependant ceci reste encore discuté aujourd’hui et nécessite plus de clarté quant a
I'implication de BMP9 en cancérologie. Il semble finalement que bloquer ALK1 ne soit pas
adéquat, puisque BMP9 agirait comme un facteur de quiescence sur la croissance tumorale,
les métastases pulmonaires et la normalisation des vaisseaux sanguins pour éviter

I’'angiogenese tumorale (Ouarné, 2018).
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3 Lavoie BMP9 dans HTAP et HHT

3.1 Télangiectasies Hémorragiques Héréditaires

3.1.1 Présentation de la pathologie

La maladie de Rendu-Osler, ou Télangiectasie Hémorragique Héréditaire (HHT) est une
pathologie rare (prévalence de 1/5000 a 1/8 000). Cette pathologie a tout d’abord été décrite
par Rendu (1896 - Paris) et Osler (1901 - Baltimore) puis Weber (1907 — Londres) qui I'ont
distinguée de I’'hémophilie (Brunet, 2009). Le diagnostic de cette maladie repose sur
I'association des critéres cliniques de Curacao (Shovlin, 2000), regroupant des épistaxis ou
saignements nasaux; des télangiectasies cutanées (notamment au bout des doigts) ou
présentes sur les muqueuses (lévres ou langue) ; des malformations artério-veineuses (MAV)
affectants particulierement le cerveau, les poumons et le foie (Shovlin, 2010); et enfin
I'existence d’'une personne diagnostiquée Rendu-Osler dans la généalogie proche. Ainsi, le

diagnostic clinique est certain si au moins 3 des criteres décrits sont présents chez un patient.

Les méthodes médicales actuelles visent a prévenir les patients des potentiels risques
encourus et également de prendre en charge et prévenir si possibles les complications induites
par cette pathologie. En effet les MAV peuvent provoquer des accidents vasculaires cérébraux
ou hémothorax (si pulmonaires), insuffisance cardiaque pouvant générer une hypertension
artérielle ou hypertension portale (si hépatiques), hémorragies cérébrales ou encore
hémorragies intestinales lors de MAV digestives. La prise en charge de ces MAV est discutée
encore aujourd’hui notamment sur le plan chirurgical, cependant plusieurs études sont en
cours pour réduire I'effet « hyper-angiogénique » en utilisant de I’Avastin® ou Bevacizumab,
anti-angiogénique dirigé contre le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Dupuis-Girod,
2012), permettant ainsi de diminuer le débit cardiaque et le nombre d’épisodes d’épistaxis
(Dupuis-Girod, 2012). Les anémies sont également présentes chez les patients, principalement
traitées par du Venofer® ou Ferinject®, pouvant étre administré de maniére per os ou par voie
intraveineuse. Les épistaxis quant a elles, sont le symptéme le plus dérangeant au quotidien
pour le patient. Celles-ci nécessitent une attention particuliere du patient, pouvant étre
améliorées par une humidification nasale ou application de pommade évitant la dessiccation

de la muqueuse nasale, ou I'application d’anti-angiogéniques ou thrombostatiques (Données

48



du centre de référence HHT, Lyon). Je détaillerai les traitements plus tard dans la partie

suivante.

La maladie de Rendu-Osler est due a des mutations bien identifiées de différents acteurs

impliqués dans la voie BMP9. On retrouve ainsi des mutations de :

e ENG codant pour I'endogline, un co-récepteur endothélial de la famille des TGF-,
définissant ainsi HHT 1 (McAllister, 1994)

e ACVRL1 (Activin receptor-like kinase 1) codant pour ALK1, récepteur de type 1
spécifique des cellules endothéliales, définissant ainsi HHT 2 (Johnson, 1996).

e SMAD4, codant pour le transporteur nucléaire Smad4, plus rare (< 2% des cas)

associant la maladie de Rendu-Osler a la polypose juvénile chronique (Gallione, 2004).

Les mutations des genes ENG et ACVRLI1 représentent 90% des HHT, montrant ainsi
I'importance de ces récepteurs et de la voie BMP9 dans la pathologie. On observe également
des mutations de GDF2 codant pour BMP9, induisant chez des patients des lésions vasculaires
cutanées, présentant un phénotype ressemblant a HHT (Wooderchak-Donahue, 2013). Ces
mutations sont autosomiques dominantes, ainsi 1 seul allele est affecté par la mutation
laissant alors le second fonctionnel. Un parent porteur et donc atteint pourra transmettre son
matériel génétique pathogene avec un risque de 50% a sa descendance, avec une pénétrance

variable selon I'age, et augmentant avec I'age.

49



Figure 17 : Exemples de télangiectasies hémorragique héréditaires (HHT). (A.) Photographie de télangiectasies chez une

femme avec de nombreuses MAVs. (B.) CT angiographie présentant des MAVs pulmonaires chez un enfant avec HHT. (C.) :
IRM présentant une hémorragie cérébrale gauche entourant un large vide de flux chez un patient atteint d’HHT. (D.)
Angiographie interne de la carotide gauche du patient (c) présentant une fistule artérioveineuse (fleche) de type 1 avec varice
de la veine drainante. (E.) Angiographie vertébrale gauche chez un enfant avec HHT, présentant des MAVs piales de type 3
(fleche blanche) dans I’hémisphére cérébelleux droit, and une malformation capillaire (fleche noire) dans I’hémisphere
cérébelleux gauche. Ce patient possede également une MAV pulmonaire. (F.) Fistule Artérioveineuse spinale de type 2, induite

par l'artére spinale antérieure. (P.E. Burrows, 2017)

3.1.2 Traitements actuels

3.1.2.1 Epistaxis

Les épistaxis représentent la premiére géne que les patients rencontrent lors du
développement de la pathologie. Aujourd’hui il n’existe pas de traitements médicamenteux
ou chirurgicaux permettant de soigner les saignements de maniére définitive. Des traitements
utilisant des cestrogeénes et progestatifs ont été testés avec quelques succes, cependant cela

peut étre problématique si utilisé chez des hommes ou femme ménopausées, présentant des
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effets carcinogénes et cardiovasculaires. L’acide tranexamique, un médicament anti-
fibrinolytique a également été testé dans le traitement d’épistaxis (Klepfish, 2001 ; Sabba,
2001; Lozano, 2002) et est prescrit en Europe mais avec une efficacité moindre (Gaillard,

2014).
3.1.2.2 Télangiectasies

Les télangiectasies sont traitées au laser Nd:YAG de maniere efficace pour les

télangiectasies labiales et cutanées chez les patients HHT (Lyons, 1981).
3.1.2.3 Malformations artérielles pulmonaires (MAVP)

La vaso-occlusion transcathéter de MAVP a l'aide de spires en acier détachables est
devenue la base du traitement. Ceci a été démontré comme efficace par plusieurs groupes,
avec un bon profil de sécurité pour les patients (White, 1988 ; Chilvers, 1990 ; Dutton, 1995
Gupta, 2002 ; Mager, 2004 ; Pollak, 2006). De maniére moins fréquentes, des ballons
détachables ou des occulteurs Amplatzer peuvent étre utilisés pour traiter les MAVP. Le
traitement des MAVP est particulierement indiqué lorsque les vaisseaux nourriciers ont un

diametre @ > 3mm (White, 1988).
3.1.2.4 MAV Spinale et Cérébrale

De nombreuses thérapies pour ces MAV ont été proposées, comme la résection
chirurgicale, la radiochirurgie stéréostatique ou I'embolisation. Au regard de la méthode
choisie, le traitement de ces MAV est réalisé dans un centre de compétence en maladies
neuro-vasculaires. Le traitement des MAV asymptomatiques est quant a lui plus controversé.
Cependant, la littérature montre un taux de saignement répété chez les patients

symptomatiques non opérés de 4% par année, avec une mortalité de 1% par an (Ondra, 1990).
3.1.2.5 MAV Gastro-intestinales

Les patients présentant des hémorragies gastro-intestinales ou une anémie sévere non
expliquée sont explorés par dépistage endoscopique. Les traitements médicamenteux actuels
n‘ont présenté aucun effet bénéfique pour ces patients. Si nécessaire, le traitement de
I'anémie peut se faire par traitement en fer et transfusion sanguine. Actuellement, les
endoscopies utilisant une coagulation au plasma argon ou au laser Nd:YAG sont

recommandées pour prévenir des récidives de saignements gastro-intestinaux.
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3.1.2.6 MAV Hépatiques

La plupart des patients HHT présentant une atteinte hépatique sont asymptomatiques
et ne justifient aucun traitement. L'approche thérapeutique intensive est recommandée pour
les shunts hépatiques symptomatiques et dépend du type de complication. L'insuffisance
cardiaque osbservée aprés hypertension portale est d'abord traitée médicalement a l'aide de
diurétiques et de béta-bloquants, en plus de corriger I'anémie et I'arythmie. L’hypertension
portale doit étre traitée comme il est recommandé chez les patients atteints de cirrhose
hépatique. La nécrose biliaire a un mauvais pronostic et est traitée avec des antibiotiques.
L'embolisation et la transplantation hépatique orthotopique (OLT) ne doivent étre envisagées
qgue chez les patients ne répondant pas au traitement intensif. L'embolisation des fistules
artério-veineuses du foie présente des complications telles que la nécrose hépatique ou
biliaire (Faughnan, 2009) et est réservée aux patients qui ne sont pas candidats au traitement
OLT. La OLT a été proposée comme la seule option curative définitive des malformations
artérioveineuses hépatiques en cas de nécrose biliaire et d'insuffisance cardiaque (Dupuis-
Girod, 2010b ; Lerut, 2006). Cependant, le moment optimal pour la transplantation du foie est
toujours en discussion car les taux de mortalité et de morbidité apres la greffe restent un

facteur limitant.

Plus récemment, une approche physiopathologique utilisant des traitements anti-
angiogéniques (Ardelean et Letarte, 2015) a été proposée. En effet, en 2006 et 2008, 2
rapports de cas ont présenté |'utilisation du traitement par bevacizumab, avec de nettes
améliorations chez les patients atteints de HHT avec une atteinte hépatique sévére et une
insuffisance cardiaque (Flieger, 2006; Mitchell, 2008), puis confirmé lors d’un essai en phase

Il en France (Dupuis-Girod, 2012).

Le bevacizumab est un anticorps monoclonal humain recombinant qui se lie
sélectivement et neutralise I'activité biologique du facteur de croissance endothélial
vasculaire humain (VEGF). Le bevacizumab inhibe ainsi la liaison du VEGF a ses récepteurs a la

surface des cellules endothéliales.

Cette premiere étude utilisant le bevacizumab par voie intraveineuse dans HHT a mis
en évidence I'efficacité de ce traitement, non seulement sur les Iésions hépatiques, comme le

montre une diminution de I'hyper-flux cardiaque secondaire aux malformations des vaisseaux
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hépatiques, mais également une amélioration significative des épistaxis, ce qui a
considérablement amélioré la qualité de vie des patients. Aucun événement indésirable grave

lié au bevacizumab n'a été observé.

Depuis lors, de nombreux rapports de cas montrant une amélioration des saignements
HHT (épistaxis et digestifs) aprés le traitement au bevacizumab ont été publiés (Brinkerhoff,
2012; Epperla et Hocking, 2014; Fleagle, 2012; Flieger, 2012; Fodstad, 2011; Follner, 2012;
Lazaraki, 2011; Lupu, 2013; Oosting, 2009; Suppressa, 2011 ; Al-Samkari, 2019 ; Garcia-Martin
E., 2019) et ce traitement est maintenant envisagé chez les patients HHT présentant des
saignements gastro-intestinaux réfractaires (lyer, 2018). Le premier essai clinique de phase Il

randomisé portant sur I'efficacité et la sécurité du bevacizumab est en cours (NCT 03227263).
3.1.2.7 Traitements anti-angiogéniques

Parmi les inhibiteurs de protéines tyrosine kinase, on trouve certaines molécules anti-
angiogéniques disponibles par voie orale. Les inhibiteurs de tyrosine kinase comme le
nintedanib et le pazopanib sont de petites molécules qui ciblent le domaine kinase
intracellulaire du récepteur du VEGF. Le nintedanib inhibe également le récepteur du facteur
de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR), le récepteur du facteur de croissance des

fibroblastes (FGFR) et le récepteur du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR).

Les effets thérapeutiques potentiels de quatre inhibiteurs anti-angiogéniques de la
tyrosine-kinase sur le développement de MAV chez I'adulte dans un modele HHT murin ont
été évalués (Kim, 2017). lls ont conclu que le sorafénib et un analogue du pazopanib
(GW771806) amélioraient significativement le taux d'hémoglobine et les saignements gastro-

intestinaux, alors qu'ils n'étaient pas efficaces pour la prévention des MAV de la peau.

Le nintedanib a été utilisé chez un patient HHT aprés diagnostic de fibroses
pulmonaires interstitielles (Kovacs-Sipos, 2017) avec des résultats encourageants. Son score

de sévérité d'épistaxis a considérablement diminué.

Le pazopanib, un autre inhibiteur de la tyrosine kinase, a été testé a une dose de 50
mg/jour (Faughnan, 2018) et a montré des résultats prometteurs dans le traitement des
saignements liés a HHT (NCT02204371). Malheureusement, cette étude a été arrétée, mais
deux autres études sont prévues en Amérique du Nord sur ce médicament (NCT03850730 et

NCT03850964).
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En France, une étude multicentrique randomisée versus placebo est menée afin
d'évaluer |'efficacité du traitement au nintedanib per os sur la durée de I'épistaxis chez les

patients HHT présentant une épistaxis modérée a sévere (NCT03954782).

La thalidomide et la Iénalidomide ont un effet anti-angiogénique bien connu (Teo,
2005), qui est dose-dépendant. Le traitement a la thalidomide a induit une maturation
vasculaire dans un modele expérimental de HHT et une diminution de I'épistaxis chez 6
patients HHT (Lebrin, 2010). Des saignements réduits ont été observés chez des patients HHT
ayant recgu la thalidomide comme traitement anticancéreux anti-angiogénique (Kurstin, 2002;
Perez-Encinas, 2002). Dans des rapports de cas et quelques études de petite taille chez HHT,
la thalidomide a constamment amélioré la gravité et la fréquence de I'épistaxis et amélioré les
concentrations en hémoglobine tout en réduisant le besoin de transfusion (Chen, 2012;
Franchini, 2013; Hosman, 2015 ; Invernizzi, 2015). Cependant, des études contrdolées par
placebo sont nécessaires pour confirmer I'efficacité et I'innocuité de la thalidomide ou de la
Iénalidomide chez les patients HHT. De plus, I'utilisation de la thalidomide est limitée par les
données de sécurité. En effet, des doses de thalidomide = 100 mg par jour peuvent provoquer
une neuropathie périphérique, une thrombose veineuse profonde, une somnolence et une
constipation. La Iénalidomide inhibe la production de VEGF et présente un meilleur profil de
sécurité par rapport a la thalidomide. Les effets indésirables les plus courants de Ia

Iénalidomide ont été I'anémie, la constipation et la somnolence (Teo, 2005).

Ainsi les traitements actuels visent a améliorer les symptomes et éduquer les patients
face aux risques encourus, mais il n’y a pas encore de réels traitements afin de corriger le
dysfonctionnement endothélial en cause dans les saignements et les MAVs. Un traitement
préalable visant la voie BMP9 avant I'apparition de signes caractéristiques de la maladie est

donc crucial pour les patients.
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3.1.3 Modéles animaux HHT

3.1.3.1 Invalidation d’Alk1 et Endogline

Dans un premier temps, les premiers modeles furent des souris invalidées pour soit
Acvrl1”/- ou Eng”. La perte totale d’Endogline conduisait a des défauts cardiovasculaires et la
mort embryonnaire en cours de gestation (Bourdeau, 1999; Li, 1999; Arthur, 2000), montrant
I'importance de 'Endogline dans I'angiogénése et la mise en place du systeme cardiaque. On
constate des phénotypes semblables chez des souris invalidées en Acvril (Oh, 2000).
Néanmoins les observations obtenues ont permis de mettre en évidence que les MAVs dans

HHT résultaient bel et bien d’un défaut moléculaire.

Ensuite, d’autres modéles murins ont été développés et visaient a reproduire les
mutations décrites dans HHT, notamment Acvr/1 */- (Srinivasan, 2003) et Eng *- (Bourdeau,
1999) cependant avec des phénotypes légers. Ceci a tout de méme permis de constater que
la maladie ne se déclenchait pas de maniére immédiate, mais nécessitait des éveénements
déclencheurs multiples pour le développement de lésions. Les souris invalidées Acvrll ¥
présentent des vaisseaux dilatés et des lésions hépatiques, a la base de I'ongle, intestinales,
cutanées et apparaissaient entre 7 a 20 mois (Srinivasan, 2003). Ces lésions apparaissent avec
une pénétrance incompléte (40%). Les souris Eng */~ présentaient également des lésions
vasculaires comme des saignements nasaux, télangiectasies auriculaires, et une dilatation
vasculaire observable entre 3 mois et 2 ans. Les lésions se développent par ailleurs plus
fréguemment dans le fond génétique 129/0la (40 a 50% des animaux). Le modeéle
hétérozygote a ainsi permis d’identifier la thalidomide comme sauveteur de la couverture
vasculaire des cellules de muscles lisses, dont la couverture est amoindrie chez les 129/0la

Eng * et également observable chez les patients HHT (Lebrin, 2010) (Figure 18).
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A.

Sauvage Eng

Figure 18 : Exemple de modéle murins pour HHT, invalidés Eng et ALK1. (A.) : Les souris hétérozygotes pour I'endogline
dans le fond génétique 129/0la présentent des télangiectasies au niveau des oreilles (fleches rouges) et des saignements de
la muqueuse nasale (fleche noire) (Bourdeau A., 1999). (B.) : Les souris hétérozygotes pour ALK1 présentent des lésions
vasculaires sous les griffes (fleches), (C.) des télangiectasies sur la langue (fleche), et aussi des Iésions vasculaires dans les
poumons, des nodules et des hémorragies hépatiques dans certains lobes (non montré) (Srinivasan S. 2003).
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Au lieu d’invalider depuis la naissance les génes ci-décrits, une technologie de CreERT2-
lox a permis d’établir des lignées de souris viables dans lesquelles les génes d’intérét sont
délétés a un temps donné. La délétion est cette fois-ci homozygote, en utilisant un type
cellulaire spécifique a un temps donné, et présente de robustes MAVs cutanées semblables a
celles observées chez les patients HHT, tant pour Acvr/1 que Eng. Cependant, les MAVs ne sont
observables que dans les endroits ol I'environnement est pro-angiogénique et inflammatoire.
La vascularisation rétinienne est tres utilisée pour observer la formation de MAVs (cependant
non observées chez les patients), et suit dans les premieres semaines de développement un
processus d’angiogéneése bien défini. Les vaisseaux partent du centre de la rétine prés du nerf
optique au premier jour postnatal (P1), et se développent vers la périphérie pour former un
réseau vasculaire trés organisé vers P8 (Fruttiger, 2007 ; Stahl, 2010). De cette facon, les
vaisseaux sanguins forment une rosace caractéristique alternée de veines et d’arteres avec un
réseau capillaire les séparant. Ainsi, lorsque que les Knock-out sont induits par injection de
tamoxifene, on peut observer par immunofluorescence la présence de MAVs sur le réseau

vasculaire rétinien (Figure 19).
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Acyri1-iKO®

JL

Eng-iKo=" F Acvrl1-iKO®

Figure 19 : Malformations artério-veineuses dans les rétines néonatales de souris aprés une perte spécifique endothéliale
de I'expression de Eng ou Acvrll. Les cellules endothéliales de la rétine néonatale sont marquées avec une isolectine
fluorescente pour révéler une architecture bidimensionnelle normale du plexus vasculaire au septieme jour postnatal (P7).
L"'organisation des arteres (a) et des veines (v) est réguliére avec des réseaux capillaires intermédiaires (A) et a plus fort
grossissement (B). Les arteres sont facilement reconnaissables aux zones libres capillaires qui les entourent (A, B). Aprés
l'invalidation spécifique endothéliale de I'endogline (par traitement au tamoxiféne des nouveau-nés Eng fl/fl; Cdh5-CreERT2,
Cdh5 = Cadherin 5), les vaisseaux rétiniens Eng-iKOe a P7 montrent une progression retardée du plexus vasculaire, ainsi que
des connexions anormales entre les artéres et les veines, ce qui génére plusieurs MAVs [fleches rouges en (C) et visibles dans
les images de plus fort grossissement en (D)]. La perte spécifique endothéliale de Acvrll conduit a des MAVs (fleches rouges
en E, F), a un hyperbranchement (F, astérisques) et a un élargissement des veines (Mahmoud et al., 2010; Tual-Chalot et al.,
2014).

3.1.3.2 Invalidation de BMPS et BMP10

Il existe des anticorps bloquant I'activité de BMP9 et BMP10 afin d’évaluer I'effet de
leur invalidation sur la formation de MAVs dans le modéle murin, en injectant soit un anticorps
anti-BMP10 dans une souris BMP9-KO, ou une injection conjointe des deux anticorps anti-
BMP9 et anti-BMP10 dans une souris sauvage. Ceci conduit alors a une hyper-vascularisation
a P5 lorsque les anticorps sont injectés directement de P1 a P4 (Ricard, 2012 : Chen, 2013), et
des défauts vasculaires semblables a ceux observées dans les modeles de KO conditionnels

pour Acvrll et Eng rappelant la pathologie HHT (Tual-Chalot, 2015).
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Ainsi, Ruiz et al. ont proposé une méthode originale afin de limiter les écarts d’injection
entre chaque animal et le stress que cela pouvait imposer aux animaux, en choisissant
d’injecter les anticorps anti-BMP9 et anti-BMP10 par la voie du lait maternel dans la circulation
des souriceaux (Ruiz, 2016). Pour ce faire, les meres sont injectées en intra-péritonéal a P3 en
anticorps anti-BMP9/anti-BMP10 (15mg/kg). Les souriceaux sont ainsi nourris pendant trois
jours au lait maternel, puis sont euthanasiés a P6. Les niveaux en sérum d’anticorps sont alors
mesurés, donnant des quantités en anti-BMP10 de 30ug/mL et anti-BMP9 de 50ug/mL,
montrant |'efficacité du systeme établi. En regardant la vascularisation rétinienne, on constate
également la présence de shunts directs entre les veines et les artéres (Figure 20). Ainsi,
I'immuno-blocage anti-BMP9/10 par la voie du lait maternel a entrainé une pathologie
vasculaire importante dans la rétine, comprenant une hyper-vascularisation, des anomalies

de la spécification artérioveineuse et la présence de MAVs multiples et massives.

IgG2a/b anti-BMP9/10

Figure 20 : Le transfert par voie du lait maternel des anticorps bloquants BMP9 et BMP10 induit des MAVs dans les
rétines néonatales de souriceaux. (A, B) Images représentatives du systéme vasculaire rétinien perfusé au latex bleu de
nouveau-nés P6 nourris pendant 3 jours par des méres injectées sur P3 avec des anticorps 1gG2a/b témoins (A) ou bloquant
BMP9/10 (B). Les fleches en B indiquent les MAVs. Barres d'échelle : 500 um (Ruiz et al., 2016).
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3.2 Hypertension Artérielle Pulmonaire

3.2.5 Présentation de la pathologie

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie plus rare (15 a 50 cas sur
1 million en Europe) qui se caractérise principalement par une élévation de la pression
artérielle pulmonaire (= 25mmHg au repos). Ceci est d( a un remodelage vasculaire induisant
un épaississement de la paroi vasculaire provoquant des lésions plexiformes, au détriment de
la lumiére des vaisseaux sanguins dans les artérioles pulmonaires. Une augmentation de la
pression artérielle pulmonaire provoque une hypertrophie cardiaque, plus particulierement
du ventricule droit, afin de générer une force contractile suffisante face a I'élévation de la
post-charge (Naeije and Manes, 2014). Ce phénoméne est délétére puisque celui-ci se fait au
détriment de la cavité cardiaque qui rétrécit, conduisant a une dyspnée puis un arrét
cardiaque, et enfin la mort du patient (Rabinovitch, 2008). L'HTAP présente par ailleurs un
faible pronostic puisque les patients ont un taux de survie de 2.8 ans aprés diagnostic. Il
n’existe aujourd’hui aucun traitement efficace pour soigner I'HTAP. Les thérapies actuelles
incluent principalement des molécules avec des propriétés vasodilatatrices pour améliorer les
fonctions cardiopulmonaires. Cependant, la pathologie vasculaire oblitératrice continue de
progresser, laissant alors la transplantation coeur-poumon comme seule option pour la
plupart des patients. La prévention se fait également aupres des patients, par exemple pour
améliorer I'hygiene de vie. Cela prend en compte d’éviter les régimes salés rehaussant la
pression artérielle, éviter les efforts physiques pouvant engendrer un essoufflement sévere,
syncopes ou douleurs thoraciques, et méme d’éviter les voyages en altitude pouvant

provoquer des phlébites ou embolies.

C'est pourquoi de nouvelles approches sont nécessaires, afin de se focaliser sur

I'activation de mécanismes réversant le remodelage vasculaire.

L'HTAP peut avoir plusieurs origines : elle peut étre idiopathique, associée a des
facteurs environnementaux ou a des pathologies, ou héréditaire. La forme principale d’'HTAP
est celle associée aux facteurs environnementaux (comme la vie en altitude, la cigarette) ou
associée aux pathologies (inflammations, VIH). Celle-ci constitue environ 50% des cas de HTAP

en France. Ensuite, Les formes idiopathiques (sans origine particuliere) constituent la
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deuxieme forme principale de I’'HTAP en France, soit 40% des cas décrits. Enfin, la troisieme
forme est d’origine familiale ou héréditaire, constituant 4% des formes d’"HTAP en France.

C’est principalement cette derniére forme que je vais présenter.

En effet, 'HTAP héréditaire est due a une mutation d’'un gene codant pour un
récepteur de type 2 de la voie BMP9, a savoir BMPR2, mutation également autosomique
dominante (Deng, 2000). Cependant cette mutation a une pénétrance de 20%, montrant que
la mutation ne conduit pas systématiquement au déclenchement de la pathologie. Par ailleurs
des recherches identifient également ACVLRI comme responsable de I'HTAP, montrant une
prédisposition des patients a déclencher une HTAP avec une mutation pour le géne codant
ALK1 (Trembath, 2001). Les patients présentaient alors des signes hémodynamiques et
histologiques identiques a une HTAP chez des patients présentant des mutations de BMPR2.
Ainsi, les investigations concernant les mutations sur ACVRL1 se sont enchainées afin de
prouver I'implication de ce géne dans I'apparition de I'HTAP (Harrison, 2003-2005 ; Abdalla,
2004; Fujiwara, 2008). Puis, plus récemment, des mutations concernant le gene GDF2 codant
pour la protéine BMP9 ont montré son implication dans le déclenchement d’HTAP (Wang,
2016 ; Wang, 2019). Plus rarement, il a été observé une mutation du géne codant la protéine
Smad8 (Shintani M, 2009), entrainant sa perte de fonction, ainsi que des mutations de la

protéine Smad4 (Nasim, 2011) provoquant une signalisation diminuée de la voie BMP9.
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Figure 21 : Anomalies vasculaires associées a I’HTAP. Ce schéma présente les anormalités présentes a travers la circulation
pulmonaire : muscularisation anormale des arteres pré-capillaires distales et médiales, perte des artéres pré-capillaires,
épaississement des arteres pulmonaires, formation néo-intimale particulierement occlusive dans les vaisseaux a diamétres
inférieur a 500um, et lésions pléxiformes associées. CE : Cellule Endothéliale ; CML : Cellule de Muscle Lisse. (Adapté de

Rabinovitch, 2012).

3.2.6 Traitements actuels

La pathobiologie de I'HTAP est complexe et impligue de nombreux mécanismes, tels
que le dysfonctionnement des cellules endothéliales (Giaid, 1993 ; Humbert, 2004 ;
Guignabert, 2015), la prolifération des cellules musculaires lisses (Morell, 2001),
I'inflammation vasculaire et le déréglement immunitaire (Tamby, 2005 ; Humbert, 1995 ;

Price, 2012 ; Perros, 2012), les anomalies métaboliques et mitochondriales (McMurty, 2004),
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des défauts de canaux ioniques (Yuan, 1998 ; Antigny, 2016) et mutations de lignée germinale
(Machado, 2001 ; Soubrier, 2013). Cependant, ces processus convergent pour produire une
vasoconstriction excessive et un phénotype pro-prolifératif résistant a I'apoptose dans les
cellules vasculaires pulmonaires. Les thérapies actuellement approuvées contre I’"HTAP ciblent
trois voies de signalisation principales qui jouent un role central dans le controle du tonus
vasomoteur pulmonaire : les voies de la prostacycline, de I'endothéline 1 et de I'oxyde nitrique
(NO). Ainsi a I'neure actuelle, la FDA a approuvé cinq classes d'agents ciblant ces trois voies,
notamment les antagonistes du récepteur de l'endothéline 1 (béta) (macitentan et
ambrisentan), les inhibiteurs de la phosphodiestérase de type 5 (PDE5) (sildénafil et tadalafil),
des stimulateurs de guanylate cyclase soluble (riociguat); les analogues de prostacycline
(époprosténol, tréprostinil et iloprost) et plus récemment, le sélexipag, un agoniste des

récepteurs de la prostacycline IP (Edmund MT Lau, 2017).
3.2.2.1 Antagonistes du récepteur a I'endothéline 1

L’expression de l'endothéline 1 est régulée positivement chez les patients atteints
d'HTAP et contribue a la vasoconstriction et prolifération des cellules de muscle lisse (Davie,
2002). L'endothéline 1 exerce ses effets sur deux sous-types de récepteurs : le récepteur A de
I'endothéline (ETA) et le récepteur B de I'endothéline (ETB). Le récepteur ETA est fortement
exprimé dans les cellules de muscle lisse des artéres pulmonaires (PASMC), alors que le
récepteur ETB se trouve a la fois dans les PASMC et les cellules endothéliales. Dans les cellules
endothéliales, le récepteur ETB intervient dans la clairance locale de I'endothéline 1 et peut

induire une vasodilatation via la libération de NO et de prostacycline (Hirata, 1993).

Le bosentan cible a la fois les récepteurs ETA et ETB et fut le premier antagoniste
approuvé pour le traitement de I’'HTAP (Rubin, 2002). Une fonction hépatique anormale est
I'un des effets indésirables fréquent induit par ce médicament et peut survenir avec un risque
de 10% (Humbert, 2004). Le dysfonctionnement hépatique induit par le bosentan est

totalement réversible lors de I'arrét du traitement.

L'ambrisentan cible sélectivement le récepteur ETA et a une demi-vie plus longue que
celle du bosentan, ce qui permet une administration quotidienne. Contrairement au bosentan,
['ambrisentan n'est pas associé a un taux d'anomalies du test de la fonction hépatique

supérieur a celui du placebo (Galie, 2005-2008). Malgré la sélectivité de I'ambrisentan pour
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I'ETA, les données provenant d'essais en monothérapie n'indiquent pas de différence

d'efficacité par rapport a la sélectivité des récepteurs (Humbert, 2014).

Le macitentan est le dernier antagoniste a avoir été approuvé pour les HTAP et, comme
le bosentan, cible a la fois les récepteurs ETA et ETB. La structure chimique du macitentan est
optimisée a partir du bosentan, qui permet une lipophilie élevée, une affinité accrue pour les
récepteurs et une liaison prolongée aux récepteurs (lglarz, 2008). Un essai de phase Ill a
montré que les taux d'anomalies de la fonction hépatique et de rétention hydrique chez les
patients atteints d'HTAP sous macitentan étaient similaires a ceux des patients traités par
placebo, mais une incidence d'anémie plus élevée était associée au traitement par macitentan

(Pulido, 2013).
3.2.2.2 Inhibiteurs de PDE5 (Phosphodiestérase de type 5)

Le GMPc est un second messager intracellulaire qui induit une relaxation des muscles
lisses vasculaires, et dont sa dégradation est régulée par les enzymes phosphodiestérases
(PDE). Le sous-type PDES5 est fortement exprimé dans les cellules musculaires lisses vasculaires
du poumon et les inhibiteurs de la PDE5 interagissent avec le domaine catalytique de cette
enzyme et potentialisent les taux endogénes de GMPc en empéchant son hydrolyse (Rybalkin,

2003).

Le sildénafil a été le premier inhibiteur de la PDE5 approuvé pour le traitement de
I'HTAP, et sa demi-vie relativement courte (4 a 6 h) nécessite une administration trois fois par
jour (Galie, 2005). Le sildénafil est actuellement homologué pour utilisation dans I'HTAP a la
dose de 20mg trois fois par jour. Une étude a montré une efficacité soutenue du sildénafil
aprés 3 ans de traitement, mais a une dose non approuvée de 80 mg trois fois par jour (Rubin,

2011).

Le tadalafil est structurellement distinct du sildénafil, présentant ainsi des propriétés
pharmacocinétiques différentes comme une demi-vie plus longue, ce qui permet une

administration une fois par jour (Galie, 2009).
3.2.2.3 Stimulateurs de guanylate cyclase soluble

La guanylate cyclase soluble (sGC) est une enzyme catalytique qui génére du GMPc a

partir de GTP (Stasch, 2001). Le NO active la sGC et augmente la production de GMPc. Les
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stimulateurs de sGC stabilisent le complexe sGC — NO dans sa configuration active et peuvent
également directement stimuler la sGC pour augmenter la production de GMPc, méme en

absence de NO (Stasch, 2011)

Le riociguat est le premier simulateur de sGC a avoir été mis au point. Il est approuvé
pour le traitement de I'HTAP (Ghofrani, 2013; Humbert, 2017) et de I'hypertension
pulmonaire thrombo-embolique chronique inopérable (Ghofrani, 2013). Ce médicament
nécessite une augmentation progressive de la dose sur une période d'environ 8 semaines
jusqu'a une dose d'entretien maximale de 2,5 mg trois fois par jour, en fonction de la pression
artérielle systémique et des symptomes indésirables. L'hémoptysie est un effet indésirable

rare associé a l'utilisation de riociguat (Ghofrani, 2013).
3.2.2.4 Les analogues de prostacyclines

Les cellules endothéliales produisent de la prostacycline a partir de ['acide
arachidonique via la prostacycline synthase (Oslchewski, 2001). La cible principale des
prostanoides est le récepteur de la prostacycline, dont I'activation conduit a la production
d’AMPc et a la vasodilatation (Coleman, 1994). La prostacycline a des effets antiprolifératifs,

antiplaquettaires et immuno-modulateurs (Oslchewski, 2001).

L'époprosténol par voie intraveineuse a été le premier traitement approuvé pour
I'HTAP. Il reste le seul traitement ayant démontré une amélioration de la survie a 12 semaines
chez les patients atteints d'HTAP séveére (Barst, 1996). Ce médicament ne peut étre administré
gue par perfusion continue via une ligne centrale, en raison de sa courte demi-vie (environ 2
a 3 min). L'époprosténol par voie intraveineuse est une thérapie complexe qui nécessite une
éducation et une formation soignée du patient, ainsi que des soins infirmiers spécialisés et un
soutien médical. L'époprosténol devrait étre considéré comme la pierre angulaire du

traitement des patients atteints d'HTAP grave (Sibton, 2014).

Le tréprostinil a une demi-vie plus longue et une stabilité chimique supérieure a celle
de I'époprosténol. Il peut étre administré par différentes voies, par voie intraveineuse, sous-
cutanée, orale ou par inhalation. Le tréprostinil par voie orale et par inhalation est approuvé
uniquement aux Etats-Unis pour le traitement de I'HTAP. Le tréprostinil par voie orale n’est
homologué que pour les patients naifs au traitement (Jing, 2013), et le tréprostinil par

inhalation ne peut étre utilisé que dans le cadre d’'une thérapie combinée (McLaughlin, 2010).
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Le tréprostinil par voie intraveineuse peut étre utilisé chez les patients atteints d'HTAP qui ne

tolérent pas le traitement sous-cutané.
3.2.2.5 Agoniste du récepteur a la prostacycline (IP)

Le selexipag est un nouvel agent pharmacologiquement distinct des analogues des
prostanoides et présente une sélectivité élevée pour le récepteur de la prostacycline IP (Asaki,
2015). Cette sélectivité réduit l'activation des récepteurs de prostanoides non ciblés et
pourrait théoriqguement réduire les effets indésirables associés au traitement par
prostanoides. Le selexipag a été approuvé en 2015 par la FDA pour le traitement de I'HTAP a
la suite de I'essai de phase Il sur GRIPHON (Sitbon, 2015). Le selexipag est hydrolysé dans le
foie en son principal métabolite actif, ACT-333679, posséde une demi-vie d’environ 8 a 14
heures permettant une administration deux fois par jour. Les effets indésirables sont similaires
a ceux associés au traitement par la prostacycline, notamment maux de téte, douleurs a la
machoire, diarrhées, et nausées. En 2017, I'Agence européenne des médicaments (EMA) a
examiné la sécurité du selexipag a la suite du signalement de cinq déces en France aprés
I'instauration de ce médicament. La revue de pharmacovigilance de I'EMA a conclu que le
selexipag n'augmentait pas la mortalité chez les patients atteints d'HTAP et que le taux de
mortalité chez les patients traités par le selexipag était similaire a celui des patients traités
avec d'autres médicaments contre I'HTAP. A I'heure actuelle, aucune mesure réglementaire

spécifique n'a été jugée nécessaire et la sécurité de selexipag continuera d'étre surveillée.

Tout comme HHT, on constate que les traitements actuels visent a traiter les
symptémes notamment |’hypertension, sans pour autant traiter la voie BMP9 qui est

déficiente.

3.2.7 Modéle animaux HTAP

Afin de mimer le plus possible la pathologie, des souris Bmpr2*- hétérozygotes ont été
établies et étudiées pour caractériser 'HTAP (Beppu, 2004 ; Song, 2005; Long, 2006).
Cependant ce modeéle ne présentait pas de phénotype détectable. Ensuite, I'utilisation de
shRNA dirigés contre BMPR2 a été employé, induisant une diminution de I'expression de

BMPR2 de 80% mais ne présentant non plus des phénotypes HTAP (Liu, 2007). Puis, en
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invalidant totalement BMPR2 dans les cellules endothéliales, il a pu étre montré que des souris

développaient une HTAP, cependant entre 2 et 7 mois (Hong, 2008).

Peu aprés ces recherches, il a été développé deux autres modeles permettant d’induire
un phénotype HTAP sans altérer la génétique des souris, qui a rendu alors le travail plus rapide.

Mais également complémentaire.

Le premier modele développé fut sur des rats Wistar par injection sous-cutanée de
Monocrotaline (MCT) a 50mg/kg pendant 28 jours. La MCT est un dérivé alcaloide qui induit
une irritation toxique dans les poumons, et plus particulierement sur les cellules endothéliales
(Gomez-Arroyo, 2011). Ces dommages ont également été montrés liés a une dysfonction de
BMPR2 et a une mauvaise signalisation de la voie des BMPs, tout comme une rétention et une
inhibition de I'activité BMPR2. Les animaux développent un phénotype HTAP semblable aux

HTAP séveres (Figure 22.A).

Ensuite, le modele murin couplant Sugen5416/hypoxie (Vitali, 2014). Le Sugen 5416
inhibe I'activité de I'oxyde nitrique synthase neuronal et protége les cellules neuronales contre
la neurotoxicité induite par l'oxyde nitrique. Il agit également comme un agoniste du
récepteur des hydrocarbures aryliques et constitue un agent clinique efficace pour traiter les
maladies auto-immunes et le rejet des greffes. Les animaux sont injectés par injection sous-
cutanée de Sugen 5416 a 20mg/kg, puis placés dans un caisson hypoxique (10% O2) pendant
3 semaines. Les animaux peuvent étre ensuite étudiés ou euthanasiés jusqu’a 10 semaines
apres traitement. Ainsi, ce modéle met en avant une pression systolique ventriculaire droite
élevée et maintenue aprés retour en normoxie comparé au groupe contrble, un
épaississement des parois vasculaires pulmonaires ainsi qu’un nombre réduit d’artérioles
pulmonaires perfusées, et I'apparition de lésions plexiformes. Ce modéle présente ainsi une

patholobiologie semblable a une HTAP chronique (Figure 22.B).
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Figure 22 : modéles murins de ’'HTAP. (A.) : Modéle d’HTAP sévére induit par injection de Monocrotaline (MCT). (B.) : Modeéle
d’HTAP chronique par injection de SUGEN 5416 et hypoxie (adapté de Gupta N, 2018).

68



4  Criblage de chimiothéques en vue d’un traitement d’"HHT et HTAP

4.1 Introduction au Criblage a Haut Débit et au repositionnement thérapeutique

Depuis le début du 20%™¢ siécle, la découverte de nouvelles thérapies est I'un des axes
de recherche les plus cruciaux dans la recherche biomédicale. Il a été de premier intérét de
développer des traitements slrs pour soigner les maladies. Depuis que les découvertes
intellectuelles de nouvelles molécules et I'accroissement des savoirs sur la physiologie
moléculaire ne cessent de croitre, les compagnies pharmaceutiques ont commencé a
emmagasiner de grandes quantités de composés chimiques organisées en chimiotheques,
comprenant en général entre 10 000 et 100 000 molécules (Macarron, 2011). Ensuite, dans
les années 90, les compagnies commencerent a cribler leurs chimiotheques dans le but de
trouver de nouvelles thérapies pour les pathologies émergentes. Dans le but d’essayer de
grandes quantités de molécules pour un seul test, le Criblage a Haut Débit (ou High
Throughput Screening — HTS) a été développé. Ainsi, cette technique permettait de réaliser
pas moins de 10 000 essais par semaine (Pereira et Williams, 2007). Cependant, les essais
étaient principalement effectués en se focalisant sur des réactions enzymatiques, et plus tard
extrapolés a des études de récepteurs cellulaires, comme les Récepteurs Couplés a des
Protéines G (G-Protein Coupled Receptors — GPCRs) (Zheng, 2013). Grace a l'augmentation
des connaissances en biologie et physiopathologie, la recherche actuelle est passée a des
essais plus phénotypiques, en prenant en compte le comportement et le métabolisme
cellulaire. Ceci constitue un outil plus pertinent pouvant mettre en évidence des variations a
la fois morphologiques, cytotoxiques ou métaboliques observables sur la cellule. Beaucoup de
plateformes travaillent actuellement sur ces modeles, notamment en cancérologie ou
infectiologie afin de trouver des traitements ayant un effet toxique pour certaines cellules
(Barette, 2015). Cependant, trouver des molécules leader est un travail long et difficile avant
de pouvoir proposer aux patients des thérapies potentielles, pouvant conduire a un
développement d’au moins 10 ans (Macarron, 2011). En effet, les molécules leaders une fois
découvertes doivent passer par les étapes d’identification de cibles et de validation,
confirmation de l|'effet obtenu et essais de toxicité (principalement sur des modeéles
cellulaires), une validation in vivo puis des essais cliniques, et enfin les approbations FDA/EMA

(Food and Drugs Administration / European Medicines Agency) pour la mise sur le marché. La
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plupart du temps, des modifications structurales sont requises pour améliorer la spécificité
d’action du composé leader, pouvant ainsi considérablement allonger la caractérisation avant
mise sur le marché. L'émergence du repositionnement thérapeutique accélére de maniére
considérable le processus de traitement des patients. En effet, le nombre de chimiotheques
offrant de cribler des molécules approuvées par FDA/EMA et présent sur le marché
pharmaceutique augmente considérablement, permettant de tester ces candidats a des
concentrations connues pour certaines pathologies et avec des effets connus. Le
repositionnement des médicaments est une stratégie efficace pour trouver de nouvelles
fonctions pour les médicaments existants. Il est extrémement efficace, peu colteux et sans
risque. Les stratégies traditionnelles de développement de médicaments comportent
généralement cinq étapes : découverte et préclinique, examen de sécurité, recherche
clinique, examen de la FDA/EMA et surveillance de la sécurité post-commercialisation de la
FDA (Site officiel du Food & Drug Administration). Cependant, le repositionnement du
médicament ne comporte que quatre étapes : identification du composé, acquisition du
composé, surveillance de la sécurité post-commercialisation par la FDA/EMA. En raison de la
croissance rapide des connaissances en bio-informatique et des « big data » en biologie, le
repositionnement des médicaments réduit considérablement le cot en temps du processus
de développement des médicaments. Les chercheurs n'ont besoin que de 1 a 2 ans pour
identifier de nouvelles cibles médicamenteuses et de 8 ans pour développer un médicament
repositionné, en moyenne. De plus, l'investissement en recherche et développement requis
pour le repositionnement du médicament est inférieur a celui des stratégies traditionnelles.
Le développement d'un nouveau médicament utilisant une stratégie de repositionnement ne
colite que 1,6 milliard de dollars, alors que le colt de la stratégie traditionnelle est de 12
milliards de dollars. Ainsi, le repositionnement d'un médicament offre a de nombreux pays la

possibilité de développer des médicaments a moindre investissement (Xue, 2018).

Certaines molécules connues ont déja été repositionnées du fait de la découverte
d’effets inattendus (Tableau 2). La plus connue est le Viagra® ou sildénafil. A la fin des années
1980, la molécule fut originalement développée pour traiter les angines de poitrines,
apparaissant lorsque I'apport sanguin aux muscles cardiaques est amoindri. Cette molécule
inhibe normalement la phosphodiestérase-5 (PDE5) afin de relaxer les muscles des artéres

coronaires. Il a cependant été montré des effets corrigeant la disfonction érectile pénienne
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lors des essais cliniques, sur un essai de plus de 3700 hommes. Ainsi la molécule a été
repositionnée et commercialisée sous le nom de Viagra, générant lors de sa premiéere année
un bénéfice de plus de 1.5 milliards de dollars (Renaud & Xuereb, 2002). Il existe aussi des
repositionnements plus spectaculaires, comme le cas du Thalidomide, identifié comme
présentant un fort risque biologique. En effet, dans les années 1950, le Thalidomide était
utilisé comme agent sédatif, structuralement proche des barbituriques, pour traiter la nausée
matinale chez les femmes enceintes. Les études menées sur les rongeurs n’ayant pas relevé
de risques apparants, il était cependant néfaste chez I'embryon en développement,
provoquant des malformations squelettiques chez 15000 nouveaux nés. La molécule fut alors
retirée du marché, mais a prouvé cependant des effets bénéfiques dans les années 1960
lorsqu’utilisée sur des patients atteints d’érythéme noueux lépreux, étape de la lepre
provoquant une inflammation cutanée et nerveuse. Le Thalidomide permettait alors aux
patients de mieux dormir mais également de traiter les symptomes (Barratt & Frail, 2012) et
générant grace a son repositionnement un bénéfice de 200 millions de dollars par an. Cette
molécule est également aujourd’hui utilisée en essai clinique pour le traitement de la maladie

de Rendu-Osler comme décrit plus haut.

La recherche actuelle crible a présent ces librairies moléculaires sur des essais in vitro
pour investiguer de nouveaux mécanismes d’actions et propriétés pour ces molécules
(Wilkinson et Pritchard, 2014). C’est par exemple le cas du dantroléene, relaxant musculaire
utilisé aussi pour les chevaux, repositionné par criblage a haut débit. Bowden et al criblérent
une chimiothéque du NIH contenant 725 molécules approuvées par la FDA afin de trouver de
nouvelles thérapies permettant d’inhiber la croissance d’un parasite équin, Sarcocystis
neurona. Le criblage sortit 18 candidats potentiels, pour au final identifier le dantroléne
comme candidat de choix, ayant un effet inhibiteur sur le parasite a de faibles concentrations
et déja développé pour les chevaux (Bowden, 2018). Les modeles cellulaires évoluent
également, se dirigeant vers une médecine personnalisée en utilisant des cellules dérivées de
patients pour le HTS, ainsi que des modeéles plus pertinents quant au contexte
physiopathologique comme I'usage des sphéroides dans les cribles pour le cancer (Coussens,
2017). De plus, le repositionnement moléculaire est crucial pour les maladies rares. De
potentiels effets bénéfiques peuvent étre rapidement essayés sur les patients souffrant de

désordres incurables, la ou de potentiels molécules leaders pourraient allonger leur espérance
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de vie et améliorer leur vie quotidienne. Ainsi, les bénéfices que procure le repositionnement
thérapeutique est d’importance majeure lorsque I'on considere I'avancée et le savoir sur la

médecine moderne, la biologie actuelle et le challenge de trouver rapidement des traitements

pour ces pathologies non traitées.

Mécanismes des Validation /n vivo

Molécules

Criblage a Haut
Débit

Essais Cliniques

e|dentification *Optimisation
et Validation e Toxicité
des Cibles

eEtude des eBénéfices pour
effets de la patients

molécule eApprobation
eBénéfices pour FDA / EMA
le modele

eMecanisme

Figure 23 : Diagramme schématique de la mise en place d’un traitement, de la découverte par criblage a haut débit

jusqu’aux premiers essais cliniques et la mise sur le marché.
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Nom Indication Indication Date Approches
primaire nouvelle d’approbation utilisées
Zidovudine Cancer VIH / SIDA 1987 Criblage in vitro

de chimiothéques
Minoxidil Hypertension Alopécie 1988 Effets secondaires

cliniques
Sildenafil Angine Dysfonction 1998 Effets secondaires

érectile cliniques

Thalidomide Nausée matinale Erythéme 1998 et 2006 Analyses
noueux lépreux pharmacologiques

Celecoxib Douleur et Polypes 2000 Analyses
inflammation adénomateux pharmacologiques

familiaux

Atomoxetine Maladie de Trouble de 2002 Analyses

Parkinson I'attention pharmacologiques
(ADHD)

Duloxetine Dépression Incontinence 2004 Analyses
urinaire de stress pharmacologiques
Rituximab Cancer Arthrite 2006 Effets secondaires

rhumatoide cliniques
Raloxifene Ostéoporose Cancer du sein 2007 Effets secondaires

cliniques

Fingolimod Rejet de Sclérose en 2010 Analyses
transplantation plaques pharmacologiques

Dapoxetine Analgésie et Ejaculation 2012 Analyses
dépression précoce pharmacologiques

Topiramate Epilepsie Obésité 2012 Analyses
pharmacologiques

Ketoconazole Infections Syndréme de 2012 Analyses
fongiques Cushing pharmacologiques
Aspirine Analgésie Cancer colorectal 2015 Effets secondaires

Tableau 1 : Tableau présentant les succés notables en repositionnement thérapeutiques et leurs approches utilisées
(adapté de Pushpakom et al., 2018).
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4.2 Criblage a Haut Débit dans HTAP et HHT

A cause du manque de traitements efficaces pour HTAP et HHT, il est urgent de trouver
des candidats potentiels pouvant améliorer la qualité de vie des patients et a terme les guérir.
Dans I'HTAP, les thérapies visent a vasodilater les arteres pulmonaires afin de diminuer la
pression artérielle pulmonaire (Sharma, 2016), alors que dans HHT les essais actuels réduisent
les épistaxis mais pas les MAVs (Sommer, 2018). Cependant, la recherche actuelle s’efforce de

trouver de nouvelles molécules innovantes pour restaurer la voie de signalisation BMP9.

Le criblage a haut débit dans le but de potentialiser cette signalisation déficiente a déja
été effectué pour ces deux pathologies. Pour ce faire, le choix de la lignée cellulaire est crucial,
dans le but de proposer un modele le plus proche possible du contexte physiopathologique.
L'HTAP conduit a une vasoconstriction induite par les cellules de muscle lisse des artéres
pulmonaires (hPASMC) qui ont longtemps été considérées comme des acteurs clefs impliqués
dans |'établissement de la maladie, ainsi les chercheurs ont d’abord utilisé des cellules proches
de celles-ci : C2C12. Ces cellules sont des myoblastes de souris, sensibles a BMP9 et formant
des ostéoblastes en réponse a celui-ci (Yamamoto, 1997). Cependant cette lignée pourrait ne
pas étre appropriée car la cascade signalétique pourrait étre type cellulaire dépendant, ainsi
un modele endothélial serait plus adéquat compte tenu de la dysfonction endothéliale.
Trouver I'endroit idéal de la voie de signalisation permettant de rapporter celle-ci est une
étape clef lorsque lI'on cherche des molécules potentialisant une réponse BMP9. La
phosphorylation des Smads 1/5/8 est la réponse la plus directe au BMP9 et des autres BMPs.
La méthode la plus simple, sensible et la plus quantitative existante aujourd’hui est la
luciférase exprimée sous le contrdle d’un promoteur sensible aux Smads 1/5/8. Pour ce faire,
Korchynskyi et al. ont développé une construction consistant en une séquence nucléotidique
BMP/Smad-dépendante dérivée du promoteur d’ID1 (Inhibitor of Differenciation 1) qui a été
fusionnée a un géne rapporteur codant pour une luciférase (Korchynskyi, 2002). En tant que
géne de réponse précoce (Lee, 2009) Id1 est transcrit de maniére p-Smad 1/5 dépendante
(Chen, 2006) et est ainsi utilisé communément pour rapporter la voie de signalisation des

BMPs.

De ce fait, Zilberberg et al. ont généré une lignée stable C2C12 exprimant cette

construction qui permet ainsi d’avoir un outil cellulaire de mesure de I'activité des BMPs a la
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fois sensible et rapide (C2C21BRA) (Zilberberg, 2007). Cette lignée est donc un outil prét a
I’emploi pour les criblages a haut débit, qui accélére grandement les cribles de chimiothéques

a grandes échelles sur des modeles cellulaires.

4.2.5 Criblage sur C2C12BRA

Cette lignée cellulaire a été utilisée par deux groupes pour trouver de nouvelles
molécules approuvées FDA actives sur HTAP et HHT. Spiekerkoetter E. et Ruiz S. ont criblé
respectivement 3756 molécules approuvées FDA (NIH-CC, LOPAC, iomol ICCB
KnownBioactives, Microsource Spectrum, Biomol FDA-approved drug library) et 700
molécules approuvées FDA (NIH Clinical, NCCs) sur les C2C12BRA (Spiekerkoetter, 2013 ; Ruiz,
2017). Le groupe de Spiekerkoetter a criblé des agents a capacité activatrice en absence ou
présence d’une faible dose de ligand exogéne (BMP4 250pM ECyo). Les trois premiers hits
obtenus étaient des agents immunosuppresseurs (Tacrolimus (FK506), Ascomycine et
Rapamycine (sirolimus), dans I'ordre des effets potentialisateurs). Le groupe de Ruiz réalisa
un crible similaire sur les C2C12BRA en présence cette fois de BMP9 (0.5ng/mL, ECso). De
maniére intéressante, la molécule ayant le plus haut potentiel activateur était également
Tacrolimus. Conjointement, ces deux cribles identifient clairement le Tacrolimus comme
activateur de la voie BMP9-Smad1/5/8. La facon dont le Tacrolimus active cette voie est
cependant mal connue. Le Tacrolimus peut se lier a FKBP12 (FK506-binding-protein-12)
connue pour interagir avec les récepteurs de type 1 de la famille TGF-B au sein de leur domaine
phosphorylé glycine-serine riche et bloquer leur activation. Il a été montré que le Tacrolimus
dissocie FKBP12 des récepteurs ALK1, ALK2 et ALK3, et induit I'expression de BMPR2 et ALK1
(Spiekerkoetter, 2013 ; Albinana, 2011). Le Tacrolimus a été essayé sur différents modéles de
souris et de rats représentatifs de 'HTAP et HHT. Ainsi le Tacrolimus réduit I’hypertension
pulmonaire induite par une hypoxie chronique dans des souris Bmpr2”/- (modéle HTAP), et
réduit également celle induite par des injections de monocrotaline chez les rats (modele
HTAP; Gomez-Arroyo, 2011), le tacrolimus diminue également le nombre de MAVs
rétiniennes induites par I'administration d’anticorps anti-BMP9/10 chez la souris (modeéle
HHT ; Ruiz, 2016). Ces travaux précliniques soutiennent le repositionnement du Tacrolimus
dans HTAP et HHT. Un traitement a faible dose de Tacrolimus chez 3 patients en stade terminal
d’HTAP pendant 12 mois a contribué a I'amélioration de certains symptémes et augmenté

I'expression de BMPR2 dans les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs)
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(Spiekerkoetter, 2015). Ainsi un essai randomisé de tolérance et de s(ireté controlé avec
placebo a été effectué sur des patients HTAP. Cependant, malgré les changements observés,
ceux-ci n’étaient pas significatifs (Spiekerkoetter, 2017). Un autre essai clinique en phase 1 est
actuellement en cours cette fois-ci en utilisant de la Rapamycine (NCT02587325). De maniére
intéressante, le sirolimus a été donné aprées une transplantation hépatique chez un patient
atteint HHT ayant eu de multiples MAVs, et il fut noté que les télangiectasies internes et
externes, épistaxis et anémies ont disparus, suggérant que le mécanisme d’action du sirolimus
implique une correction partielle de I’haploinsuffisance d’endogline et ALK1 (Skaro, 2006).
Ceci a conduit a un essai clinique récent pour une administration nasale du Tacrolimus chez
des patients HHT, qui vient juste d’étre complété et en cours d’analyse (NCT0315201). De
maniére intéressante, le cas d’un patient souffrant a la fois d’"HHT et HTAP a récemment été
publié, montrant que le traitement a faible dose de Tacrolimus a amélioré les épistaxis dues a

HHT mais n’a pas atténué la progression de 'HTAP (Sommer, 2018).

Suite aux résultats de leur criblage, Ruiz et al. ont poursuivi leurs recherches sur leurs
autres candidats potentiels notamment le Sirolimus ou Rapamycine. Cette molécule, analogue
du tacrolimus, est un agent immunosupprésseur et antiprolifératif en inhibant mTOR. Ainsi,
en menant les mémes études que pour le tacrolimus, ils ont pu observer que le sirolimus
réduisait I’hypervascularisation et le nombre de MAVs dans la rétine du modéle murin HHT,
inhibait la phosphorylation de S6 (directement modulée par mTOR) et de mTOR chez la souris
et in vitro dans les HUVEC, et activait la phosphorylation des Smads 1/5/8 principalement par

ALK2 (DATA non publiées, présentées au congrés HHT, Ruiz et al., 2019).

4.2.6 Cellules endothéliales dérivées de cellules souches embryonnaires
humaine (hESC derived ECs)

Plus récemment, un criblage a haut débit a été réalisé cette fois ci en utilisant un
modele cellulaire endothélial, critique au développement de I'HTAP. Xing et al. (2018) ont
choisi de cribler 31 composés identifiés dans un criblage précédemment effectué sur 8160
molécules capables de réguler I'expression de BMP2 (Li, 2009), provenant de librairies
moléculaires synthétiques et naturelles de I'Institut de Biotechnologie Médicale, Académie
Chinoise des Sciences Médicales, Beijing, Chine. Ces molécules ont été testées sur un modele
original de cellules souches embryonnaires humaines (hESC), transfectées de maniére stable

avec une construction ID1-VenusLuc-MC1-DTA, dans laquelle on trouve une protéine
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fluorescente verte Venus (permettant le marquage des cellules), une luciférase de luciole
dirigée par un promoteur entier d’/d1 humain ainsi que des genes Metacaspase 1 (MC1) et
diphteria toxin A utilisé pour I’édition de géne en recombinaison homologue. Puis les cellules
sont différenciées en cellules endothéliales (ECs). Cette construction a I'avantage de tester
des molécules sur un promoteur physiologique. Parmi les 31 candidats identifiés comme
capables d’induire I'expression de BMP2, Xing et al. ont mis en lumiére une piperidine,
appelée BMP Upregulator (BUR1) augmentant I’'expression d’ID1. Leur travail a ainsi montré
une expression augmentée précoce pour ID1 en concordance avec une phosphorylation des
Smads1/5 en présence de BUR1 seule. De maniére surprenante, une action conjointe de BMP9
et BUR1 montre une phosphorylation des Smads1/5 supérieure a celle induite par BMP9 seule,
intéressante pour potentialiser une réponse BMP9 réduite due aux mutations hétérozygotes
de BMPR2 et ALK1 dans HTAP et HHT. BUR1 a également montré ses effets bénéfiques en
regard de I'HTAP, en montrant une hausse de I'expression de BMP2, BMPR2 et PTGS2.
Concernant la physiopathologie, BUR1 protége contre I’'HTAP déclenchée par injection de
monocrotaline et prévient le remodelage vasculaire chez le rat. Méme si BUR1 nécessite
aujourd’hui davantage de caractérisation avant d’étre proposé en essai clinique, ces travaux
montrent tout de méme une importance de cette nouvelle molécule pour traiter I’'HTAP, avec
un repositionnement thérapeutique compte tenu de I'effet proposé par Li X. et al. sur
I'expression de BMPR2. L’'outil de criblage ainsi proposé par Xing et al. semble donc étre
judicieux en considérant la dysfonction endothéliale observée dans ces pathologies, et
constitue aujourd’hui la premiére lignée endothéliale proposée pour cribler des

chimiotheques, et rapportant la voie BMP9.

4.2.7 Criblage phénotypique

Parmi les modéles existants, il est également intéressant de travailler sur des cellules
issues directement de patients afin de se situer dans un réel contexte physiopathologique.
Satoh et al. (2018) ont ainsi effectué des cribles phénotypiques sur des cellules de muscles
lisses artériels pulmonaires (hPASMC) provenant de patients non atteints de HTAP. Leur but

était de sur-exprimer dans les cellules deux acteurs moléculaires connus dans I'HTAP :

e Cyclophiline A (CypA), induisant la prolifération des cellules de muscles lisses,

I'inflammation (Satoh Kimio, 2008) et la thrombose (Elvers, 2012).
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e Basigine (BSG), récepteur extracellulaire de CypA (Yurchenko, 2002)

Ainsi, leur crible vise principalement a empécher la prolifération des cellules, en cherchant des
inhibiteurs de ces 2 molécules. Ceci leur a permis d’identifier le Celestrol (anti-oxydant)
comme meilleur candidat, permettant de réduire le morhpotype allongé des cellules issues de
patients et donnant alors un morphotype semblable aux cellules contrdles. Cette équipe a mis
en place un autre systeme de crible sur ces hPASMC. IIs ont tout d’abord effectué des biopsies
de poumons a la fois de patients non HTAP et HTAP pour récupérer et cultiver les hPASMC,
puis ont effectué des microarray d’expression génique a haut débit. Ceci a pour but d’identifier
les éventuels acteurs moléculaires dérégulés dans I'HTAP par rapport a une condition
physiologique. Ce faisant, ils ont identifié la Selenoprotéine P (SeP) comme étant sur-exprimée
chez les patients HTAP. SeP promeut la prolifération des PASMC. Satoh et al. ont donc initié le
travail de criblage phénotypique établi précédemment, afin de trouver des inhibiteurs de SeP

dans I’'HTAP, et proposent par ailleurs cette protéine comme marqueur de HTAP.

Molécules Cibles Lignées Pathologies Références
candidates Cellulaires

FK506 Smad1/5 — MAPK C2C12BRA HTAP Spiekerkoetter E.
(tacrolimus) ID1 et al, 2013

FK506 Smad1/5-DlIl4 C2C12BRA HHT Ruiz S. et al, 2017
(tacrolimus) Akt —p38

BUR1 ID1 - BMPR2 hESC derived ECs HTAP Xing Y. et al, 2018

PTGS2
Celastrol CyPA — Bsg PASMCs HTAP Satoh K.et al, 2018
Enzastaurin BMPR2 — FHIT mMpyoblastoma HTAP Prosseda SD. et al,
2018

Tableau 3 : Récapitulatif des criblages a haut débit effectués dans HTAP et HHT.
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Objectifs

L’équipe du Dr. Bailly dans laquelle j'ai effectué ma these possede une expertise sur
les différents réles physiologiques et pathologiques de BMP9 et BMP10. En 2007, I'équipe a
pu démontrer que le récepteur préférentiel de BMP9 et BMP10 était le récepteur de type 1
ALK1 (David, 2007) et que cette voie de signalisation permettait la quiescence des vaisseaux
sanguins (David, 2008). Ainsi BMP9 et BMP10 jouent un role crucial dans le maintien d'une
homéostasie endothéliale vasculaire. Comme la voie BMP9 a été montrée comme dérégulée
dans la maladie de Rendu-Osler et I'Hypertension Artérielle Pulmonaire, Il est nécessaire
aujourd’hui de trouver de nouvelles thérapies permettant de restaurer cette voie de

signalisation dans ces contextes pathologiques.

L'objectif de ma thése a été d’identifier de nouveaux candidats permettant de soigner
ces deux pathologies. S’agissant de pathologies rares pour lesquelles les industries
pharmaceutiques ne développent pas aujourd’hui de nouveaux composés rentables et, pour
notre laboratoire travaillant en milieu académique, le choix de la stratégie s’est porté sur le
repositionnement thérapeutique. Ainsi, en collaboration Marie-Odile Fauvarque et Caroline
Barette de la plateforme de criblage CMBA du CEA (Barette, 2015), nous avons pu développer
des outils cellulaires représentatifs de ces pathologies, a savoir des cellules endothéliales,
pour cribler des molécules approuvées par la Food and Drug Administration (FDA) et European

Medicines Agency (EMA) en criblage a haut débit.

Ma thése s'est déroulée en 3 parties: (A) Développer un modeéle cellulaire endothélial
permettant de rapporter la voie BMP9, afin de découvrir des candidats potentiels activant la
voie BMP9 seule ou potentialisant une la réponse biologique a de faibles doses de BMP9, (B)
adapter le modeéle cellulaire pour un criblage a haut débit et réaliser les cribles de molécules
provenant de chimiotheques Prestwick et TargetMol, et enfin (C) caractériser les molécules

sorties positives du criblage afin de comprendre leur mécanisme d'action sur la voie BMP9.
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Résultats

1. Développement d’un test cellulaire rapportant la voie de signalisation BMP9-ALK1-
SMAD1/5

1.1 Choix du modéle cellulaire

Les pathologies HTAP et HHT résultent d’'une dysfonction endothéliale. Celle-ci est due
a des mutations de la voie de signalisation BMP9, a savoir BMPR2 principalement pour HTAP
et ALK1 (Récepteur de haute affinité pour BMP9 — David L., 2007) ou ENG pour HHT, comme
expliqué précédemment. Il est ainsi judicieux d’élaborer un modele endothélial, plus
représentatif des deux pathologies étudiées. Par ailleurs, les cellules endothéliales vasculaires
sont les seules a exprimer ALK1, considéré comme un marqueur endothélial, et expriment
fortement BMPR2. Comme cité plus haut, les criblages actuels utilisent la lignée C2C12BRA
établie par Zilberberg et al. (2007), clone cellulaire exprimant de maniére stable une luciférase
contr6lée par un promoteur ayant une séquence BRE sensible aux BMPs. Les C2C12 étant des
cellules myoblastiques, il est intéressant de les utiliser en regard de I'HTAP, cependant ces
cellules n’expriment que ALK2, un peu d’ALK3, et les récepteurs de type 2 BMPR2, ActR2A et
ActR2B (Zilberberg, 2007). Malgré les résultats apportés par les criblages utilisant cette lignée,

il est plus original et pertinent de proposer un modele de cellules endothéliales.

Ainsi nous avons choisi de développer une lignée stable endothéliale rapportant la voie
BMP9. Le choix de la lignée endothéliale s’est porté sur les HMEC-1 (ATCC® CRL-3243™ ;
cellules endothéliales microvasculaires du derme humain immortalisées). En effet, des étapes
de transfections et infections sont nécessaires a l'insertion du géne codant la luciférase dans
le génome de la cellule. Comme la lignée est immortalisée par I'antigene T du virus SV40, celle-
ci résiste mieux aux étapes d’infection/transfection que des cultures primaires comme les

HUVECs (Cellules endothéliales primaires de veines ombilicales humaines).

1.2 Choix du mode de lecture

Pour rapporter la voie BMP9, Il existe plusieurs techniques qui peuvent étre adaptées
pour un criblage a haut débit. Cette cascade de signalisation est directe, et conduit en premier

lieu a la phosphorylation des Smad1/5. Le Western Blot étant trop compliqué a mettre en
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place pour un criblage a haut débit et par ailleurs non adapté car non quantitatif, nous avons
choisi d’essayer une technique proposée par Cisbio utilisant I’'HTRF (Homogeneous Time
Resolved Fluorescence). Cette technigue basée sur le FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfert) consiste en deux fluorophores, un donneur recevant une énergie a une longueur
d’onde de 330nm, excitant le receveur qui émet sur une longueur d’onde de 665nm (celle
mesurée par le lecteur). Dans notre systéme, les deux fluorophores interagissent lorsqu’ils
sont liés au p-Smad1/5. Cependant cette technique n’a pas donné de résultats concluants (peu
sensible, difficile et long a mettre en place), nous avons choisi de rapporter la voie BMP9 au

niveau de I'expression génique.

Il est possible de mettre en place un systeme permettant de rapporter I'expression des
génes cibles de la voie BMP9, comme ID1 ou Smadé. Il existe des outils de RT-qPCR permettant
de réaliser un criblage de molécules induisant une induction ou inhibition d’expression de
geénes ciblés (J.A Bittker, 2012). Cependant ceci nécessite un équipement adapté permettant
d’effectuer I'expérience en plaque 384 ou 1536 puits pour gagner du temps. Une plaque 96
puits prenant déja 1 a 1h30min de gPCR. Il ne nous a donc pas été possible de développer
cette technique. Cependant un crible secondaire visant a regarder la modulation de

I’expression d’ID1 serait envisageable.

Aussi nous avons opté pour une méthode déja existante. Korchynskyi et al. ont
développé un plasmide pGL3 BRE-Luc comprenant une luciférase (Luc) contrélée par un
promoteur possédant un élément de réponse aux BMPs (BRE) consistant en une séquence
courte du promoteur ID1 dupliquée et fusionnée pour augmenter la sensibilité de réponse.
Ainsi, le systéme cellulaire synthétise de la luciférase en réponse au BMP9, qui peut étre
guantifiée au luminometre. Nous utilisons ici deux types de luciférase : la Luciférase Firefly
(luciole) exprimée dans le pGL3, dégradant la Luciférine et produisant de la lumiere (le plus
utilisé) ; et la Luciférase Renilla, dégradant la coélentératzine et produisant de la lumiére
également. Dans les HMEC-1, nous avons choisi d’exprimer une troisieme sorte de luciférase,
la Metridia Luciférase, ayant la particularité d’étre secrétée par la cellule, et qui utilise le
méme substrat que la Luciférase Renilla. Pour établir une lignée stable exprimant la Metridia
Luciférase sous contréle du promoteur BRE, j’ai utilisé un plasmide lentiviral pLVX proposé par
Clontech afin de générer des particules lentivirales qui serviront a infecter la lignée stable

HMEC-1. Ce plasmide ne répond toutefois pas aux BMPs. Il possede un Site de Clonage
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Multiple (MCS) permettant I'insertion d’une séquence BRE que j'ai excisé a partir du plasmide
pGL3 BRE Luc. Ce choix permet de visualiser une activité luciférase dans les surnageants de
culture mais également de ne pas lyser les cellules pour des caractérisations ultérieures (par

exemple Western Blots de p-Smad 1/5, RT-gPCR, etc...).

1.3 Mise au point du test de criblage en 96 puits au robot

Dans la problématique des deux pathologies HHT et HTAP, nous avons choisi d’établir
un modele stable de cellules endothéliales rapportant la voie BMP9/ALK1/BMPR2/SMAD1-5.
Pour ce faire, j’ai utilisé un plasmide lentiviral pLVX MetLuc de Clontech, codant pour une
Metridia Luciférase ayant la particularité d’étre secrétée hors de la cellule (ce qui me
permettra de détecter une activité luciférase en prélevant du surnageant de culture), et qui

pourra infecter les cellules d’intérét pour établir une lignée stable (Figure 24).

1.3.1 Sous Clonage BRE

J’ai d’abord excisé une séquence Id1-BRE-MLP (séquence ID1-BRE, et promoteur
minimal (MLP)) provenant d’un plasmide pGL3 BRE-Luc initialement développé par
Korchynskyi et placé en amont de la Metridia luciférase dans un site de clonage multiple. Les
plasmides sont ensuite amplifiés dans les bactéries E.Coli DH5-a, purifiés puis séquencés afin

de vérifier la séquence du plasmide.
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Figure 24: Création d'un plasmide pLVX rapportant une activité Metridia Luciférase sécrétée dépendante de la voie Smad
1/5. (A.) : Une séquence Mlul a été insérée par mutagénése dirigée dans le plasmide d’origine pLVX MetLuc de Clontech pour
faciliter I'insertion de la séquence (Id1-BRE)2 et du promoteur minimal MLP dans un site de clonage multiple (dont la séquence
est présentée sous le plasmide). (B.) : Gel d’agarose 1% présentant les plasmides isolés de clones bactériens d’E.Coli DH5-a,

coupés ou non par les enzymes de restriction BamHI / Spel.

1.3.2 Etablissement de la lignée stable HMEC BRE MetLuc

Dans un premier temps, les plasmides ont été transfectés dans des cellules HEK293T
en pl00 pendant 48h afin de produire des virions. Au bout des 48h, des plages de lyse sont
observables et nous pouvons prélever du surnageant de culture contenant les virions formés
(Figure 25.A). Clontech propose un systeme de titrage afin d’évaluer le nombre d’unités
infectieuses (Figure 25.B). Il s’agit en fait d’'un test rapide effectuable en 10 minutes, consistant
en une languette présentant des anticorps anti-p24, permettant de détecter la protéine p24
de la capside lentivirale, codée par le géne gag. On y dépose 20uL de surnageant sur la fente
indiquée, puis on y ajoute une solution saline pour faire migrer I’échantillon sur la languette.
Une coloration rouge apparait alors s’il y a des virions, correspondant approximativement a
une quantité de 5.10° Unités Fonctionnelles Infectieuses (UFI) par millilitre, pouvant étre
dosable par ELISA ensuite. Nous avons donc dans nos boites de Pétri une quantité virale
d’environ 5.10° UFI/mL de surnageant. J’ai donc infecté des cellules HMEC-1 avec différentes
concentrations virales (5.10°, 5.10% 5.103, 5.10%, 5.10! et 5 UFI/mL) pendant 24h, puis j’ai
rajouté du milieu de culture pendant 48h (Figure 25.C). J'ai ensuite sélectionné les cellules

pLVX-MetLuc positives en présence de puromycine a 0.6pg/mL (dose maximale tolérée par les
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HMEC-1) et entretenu les cellules en culture. Les HMEC-1 ayant regu 5 et 50 UFI/mL de virus
ont difficilement poussé et n’ont pas survécu, alors qu’en présence de 5.10% et 5.10° UFI/mL
elles ont bien poussé et sécretent de la luciférase en réponse aux BMPs présentes dans le
Sérum de Veau Feetal du milieu de culture (Figure 25.D). Cependant je n’ai pas pu isoler un
clone afin de I'amplifier, en effet ces cellules poussent difficilement une fois isolées. Nous

avons donc travaillé avec un pool de cellules a activité pLVX MetLuc.
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Figure 25: Etablissement de la lignée cellulaire HMEC — MetLuc. (A.) : Les cellules HEK293T sont transfectées par les plasmides
pLVX MetLuc, ot I’on constate I'apparition de plages de lyses a partir de 48h de transfection. (B.) : Procédé d’utilisation du kit
GoStix proposé par Clontech. 20uL de surnageant est prélevé dans les boites de HEK293T et déposé dans la fente de dépét de
la languette GoStix. La migration s’effectue grdce a I'ajout de 4 gouttes d’une solution tampon qui pousse le surnageant dans
la languette. Ici, un plasmide pLVX Contréle et notre construction pLVX MetLuc ont été testés donnant une quantité virale
approximative de 5.10° UFl/mL. (C.) : Différentes concentrations en virions ont été déposées sur les HMEC-1 (ImL = 5.10°
UFI/mL ; 100uL = 5.10* UFI/mL ; etc...) pendant 24h, puis traitées 48h a la puromycine 0.6ug/mlL. (D.) : Activité Metridia
Luciférase en réponse au Sérum de Veau Feetal (SVF10%) du milieu de culture provenant des surnageants des puits d’essai

d’infection (en simplicat, n=1) (C.)

1.3.3 Validation de |la réponse BMP9 chez les cellules HMEC — MetLuc

Dans un premier temps, j’ai évalué 'activité de la Metridia Luciférase en réponse a une
gamme de BMP9 (Figure 26.A). On constate un début de réponse pour de faibles doses de

BMP9 de 3pg/mL et un plateau de réponse a partir de 1ng/mL, donnant une ECso d’environ
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500pg/mL (Tableau 4). Cependant, il est intéressant de noter que le modéle HMEC-1 pGL3 BRE
Luc que j'ai également développé donne une ECso plus faible, de I'ordre de 50pg/mL que je
décrirai plus loin. Le modele HMEC-MetLuc semble alors moins sensible. A I'instar d’une
transfection transitoire, le modele HMEC-MetLuc ne permet pas d’utiliser une luciférase
normalisatrice (comme le plasmide TK-Renilla). Aussi, comme les cellules sont viables puisque
non lysées, il est possible de les quantifier au WST-1 (Sel de tetrazolium clivé a la surface
cellulaire produisant du formazan, dont le mécanisme de réduction dépend du NADPH
intracellulaire). Il est donc possible de récupérer les surnageants puis de quantifier la viabilité
cellulaire au WST-1 lu en absorbance a 450nm pour normaliser le signal luciférase au nombre

de cellules.

Comme BMP9 induit une phosphorylation précoce des Smads 1/5, j’ai cherché a savoir
si le modeéle nouvellement établi conservait cette phosphorylation, et également d’évaluer un
lien entre dose-réponse de BMP9 sur la phosphorylation des Smads et sur I'expression de la
Metridia Luciférase. J'ai stimulé les HMEC-Metluc par une gamme de BMP9 et ai évalué la
phosphorylation des Smads 1/5 en réponse a celle-ci. On constate un début de
phosphorylation a partir de 25pg/mL de BMP9, puis on atteint un plateau a partir de
500pg/mL. Ceci présente un ECsp se situant aux alentours de 100pg/mL, montrant que la

phosphorylation des Smads 1/5 serait plus sensible que I'activité Metridia Luciférase.

J'ai souhaité ensuite approfondir la caractérisation de la réponse BMP9 et du modeéle
HMEC-MetLuc. J'ai d’abord voulu connaitre les niveaux d’expression des récepteurs de type 1
des BMPs, a savoir ALK1, ALK2 et ALK3. Pour ce faire, j'ai effectué une RT-qPCR sur des HMEC-
MetLuc non stimulées (Figure 27). On constate ainsi que ces cellules expriment en quantité
équivalente les récepteurs ALK1 et ALK2, récepteurs de type 1 de haute affinité de BMP9 et

BMP10, et également en plus grande quantité ALK3.

Ensuite, j'ai cherché a confirmer la spécificité des récepteurs sur I'activité de la
Metridia Luciférase, et voir quel récepteur répond a BMP9. J'ai donc utilisé des siARN afin
d’atténuer l'efficacité des récepteurs dans les HMEC-MetLuc, en diminuant I'expression
d’ALK1, ALK2 et ALK3, puis en stimulant les cellules par du BMP9 (10ng/mL). Lorsque
I’expression d’ALK1 ou ALK2 est diminuée (PCR non montrées), on constate que l'activité
luciférase diminue respectivement de 90 et 80% par rapport a la condition contrdle (siSCR) en

réponse a BMP9. De maniére surprenante, une forte dose de BMP9 (10ng/mL) est capable
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d’emprunter ALK3 afin de produire une activité luciférase, en effet 'activité est réduite de
50% avec un siALK3. J’ai également fait des Western Blot comparatifs entre HMEC-1 et HMEC-
MetLuc en regardant la phosphorylation des Smads 1/5 en réponse a BMP9 (ALK1, ALK2) et
BMP4 (ALK3) (Figure 28). On constate conjointement avec les ECso décrits précédemment que
I'intensité de phosphorylation est diminuée dans le modele cellulaire établi. Cependant ce

modele reste fonctionnel et sensible pour répondre a BMP9 dans le criblage a haut débit.

Ces résultats nous présentent donc que le modele cellulaire établi HMEC-MetLuc
rapporte bien la voie BMP9 en passant par ALK1 et ALK2 principalement ainsi que la

phosphorylation des Smads 1/5.

2o e
[SE NN
o

ACTIVITE METRIDIA
LUCIFERASE (RLU)
NORMALISEE WST-1

o N B O ®

05 ==
1
10

[l
e o
o

0,003
0,006
0,0125
0,025
P-SMAD 1/5 NORMALISE ACTINE
w

ECso
BMP9 (ng/mL)

0 001 0025 005 0075 0,1 05 1 10
BMPS (ng/ml)

BMP9 (ng/mL)

0 0,01 0,025 0,05 0,075

0,1 0,5 1 10
| E o
p-Smad 1/5 P —— - “ “ ﬁ_i

Actine W G G W - — . — ——

Figure 26 : Caractérisation des réponses de la voie BMP9 dans le modéle HMEC-MetLuc. (A.) : Activité de la Metridia
Luciférase en réponse a une dose croissante de BMP9 sur une nuit, en unités relatives de luminescence (RLU) normalisées au
WST-1 (en triplicat, n=1). (B.) : Western Blot de p-Smad 1/5 en HMEC-MetLuc en réponse a une dose croissante de BMP9 (en

ng/mlL) pendant 2hrs, avec quantification en haut et photographie des western blots associées en dessous (en simplicat).
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Figure 27 : Caractérisation de la lignée HMEC-MetLuc.(A.) : Expression relative endogéne des récepteurs de type 1 ALK1,
ALK2 et ALK3 dans les cellules HMEC-MetLuc, normalisée HPRT (en duplicat, n=1). (B.) : Activité Metridia Luciférase des
HMEC-MetLuc transfectées siSCR, siALK1, siALK2 ou siALK3 en réponse @ BMP9 10ng/mL, en pourcentage d’activation du

BRE quantifiée en unités relatives de luminescence (RLU), et normalisée au WST-1 (en duplicat, n=1).
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Figure 28: Différence de réponse entre HMEC-1 et HMEC-MetLuc. (A.) Western Blot p-Smad1/5 en réponse a différentes doses
de BMP9 et BMP4 (en ng/mL) en HMEC-1 (a gauche) et HMEC-MetLuc (a droite), et (B.) graphique quantitatif des réponses p-

Smad1/5 normalisées Actine (en simplicat, n=1).

EC50 Western Blot EC50 Luciférase
HMEC — MetLuc 0.1 ng/mL 0.5 ng/mL
HMEC - FR Luc 0.05 ng/mL 0.05 ng/mL
C2C12BRA 5 ng/mL 10 ng/mL

Tableau 4 : EC50 des différentes lignées utilisées pour le criblage, en Western Blot et Luciférase, stimulées par une gamme
de BMP9.

1.3.4 Robustesse du Test

Avant d’effectuer un criblage, il est nécessaire d’évaluer la robustesse du test

développé. Pour ce faire, Zhang et al. ont établi un facteur statistique permettant de
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déterminer la force du test, appelé Z’ Factor. Ce dernier compare 30 points considérés comme
contrOles négatifs du test contre 30 considérés comme contréles positifs du test, et tient
compte des écarts-types et moyennes de ces valeurs. Il peut étre calculé par la formule

suivante :

3(op+0n)

7' Factor = 1 —
|'up _'un|

Dans laquelle nous aurons :
e 0, = écart-type des contréles positifs
e 0, = écart-type des contrdles négatifs
® [, = moyenne des contrbles positifs

e U, = moyenne des contrbles négatifs

Pour que le criblage puisse étre effectué dans de bonnes conditions, le facteur Z’ doit étre
compris entre 0.5 et 1. Dans notre test, nous avons choisi de traiter les cellules avec une
concentration minimale de BMP9 suffisante pour activer la voie étudiée et permettant aux
molécules testées de potentialiser cet effet, a savoir 12.5pg/mL, qui sera donc notre contrdle
négatif. Ensuite, nous avons choisi le controle positif comme étant la premiere réponse
maximale strictement ALK1 dépendante (dans le cadre de la problématique HHT) a savoir
BMP9 1ng/mL, étant également la premiére valeur du plateau de réponse. Cependant, dans
ces conditions nous avons constaté une induction du signal trop faible et une variabilité inter-
puits trop importante pour nous permettre d’obtenir un Facteur Z’ satisfaisant. Nous avons
constaté précédemment que le sérum de veau foetal nous donnait des inductions de signal
plus importante que le BMP9 seul, probablement di aux différentes BMPs contenues dans
celui-ci. En effet, le signal n’est induit que de 4 fois avec BMP9 1ng/mL, le SVF 10% nous
permettant d’atteindre une induction de 17 fois par rapport a BMP 12.5pg/mL (Figure 29.A).
Donc, en utilisant le SVF comme controle positif, on considére que I'on obtient la réponse
maximale que le systeme BRE Metridia luciférase peut donner. Ceci ne modifiant pas l'intérét
de trouver des molécules potentialisant une réponse faible de BMP9 déja existante. Ce faisant,
nous obtenons ainsi un Facteur Z’ satisfaisant de Z’ = 0.79 nous permettant de valider le test

pour réaliser le criblage (Figure 29.B). Le Facteur Z’ est donc la premiére étape nécessaire pour
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constater que la miniaturisation du test HMEC-MetLuc a été réalisée avec succes, pour obtenir
des cellules viables en 96 puits et capables de produire une activité luciférase suffisante et

détectable.
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Figure 29: Détermination de la force du modéle HMEC-MetLuc en calculant le Z’ Factor. (A.) : Calcul du Z’ Factor en utilisant
BMP9 1ng/mL comme contréle positif du criblage, rapportée en activité Metridia Luciférase en unités relatives de
luminescence (RLU) par réplicat. (B.) : Calcul du Z’ Factor en utilisant le Sérum de Veau Feetal (SVF 10%) comme contréle positif

du criblage, rapportée en activité Metridia Luciférase en unités relatives de luminescence (RLU) par réplicat.

1.3.5 Protocole de criblage pour HMEC-MetLuc

La mise au point du systéme pour la miniaturisation et la robotisation fut un travail
long et difficile. Il a fallu dans un premier temps évaluer la robustesse, la viabilité et la capacité
de réponse pour un criblage a grande échelle. Grace a un dispenseur automatique a 8 pointes
(multidrop), nous avons pu ensemencer ces cellules d’'une maniere plus homogéne et
automatique dans des plaques 96 puits Greiner White Flat Bottom préalablement enduites de
gélatine. Les cellules reposent dans les plaques a température ambiante pendant 30 minutes
afin de sédimenter, et éviter les mouvements de convection potentiels induits par
I'incubateur, poussant les cellules sur les bords des puits. Puis, elles sont placées a I'incubateur
a 37°CCO2 5% pour la nuit. Toutes ces étapes permettent de réduire I'effet de plaque qui peut
étre appliqué sur le test (ex. : plus chaud au centre de la plaque que sur les bords, pouvant

conduire a des viabilités différentes des cellules entre les puits).
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Par ailleurs, les cellules HMEC MetLuc sont trés sensibles au détachement. Le laveur
du robot a nécessité différentes mises au point pour régler la descente de la téte d’aspiration
(pour aspirer les milieux sans toucher le tapis cellulaire) et également gérer une vitesse
d’éjection douce des liquides de ringage (DPBS -/-) pour ne pas décoller le tapis cellulaire.
Méme dans ces réglages, la gélatine était nécessaire pour maintenir les cellules en bon état.
Ces étapes sont réalisées le deuxieme jour du criblage. Le dépot des milieux de déprivation
(sans SVF) était également réglé sur une vitesse d’éjection la plus basse possible, opérée par
une téte 8 pointes dispensant colonne par colonne. Les cellules sont placées dans I'incubateur
de la plateforme pendant 6h. Le robot est capable de diluer les molécules dans le BMP9
12.5pg/mL avec une téte 96 pointes, ce qui rend cette étape tres rapide. Cependant comme
le BMP9 adhere facilement aux parois en plastique, il nous a fallu essayer différents réservoirs
pour trouver celui qui se comporte le plus comme un tube « low protein binding », que nous
utilisons au laboratoire pour stocker ou diluer le BMP9. Ainsi, une téte 96 pointes ajoute les
molécules diluées, puis la téte 8 pointes ajoute les contrdles. Les cellules sont alors replacées

a l'incubateur pour la nuit.

Au jour 3 du criblage, les surnageants sont prélevés puis déposés dans une plaque de
lecture blanche et peuvent étre lus sur la plateforme aussitot ou congelés a -80°C pour lecture

ultérieure.
1.3.6 Choix du substrat et stabilité des composés

J'ai également mené des études de stabilité des différents éléments de lecture. Jai
étudié la stabilité de la Metridia Luciférase a -80°C et a température ambiante. J’ai constaté
gue l'activité de I'’échantillon était stable pendant 24h. Par ailleurs, j’ai aussi analysé la stabilité
de la réaction avec le substrat proposé par Clontech. En prélevant du surnageant de cellules
stimulées par du BMP9, j’ai injecté a t=0 le substrat dans les surnageants puis j’ai effectué une
lecture sur un luminomeétre a tube Berthold a différents temps. On constate une diminution
rapide de la luminescence, jusqu’a atteindre des valeurs basses et peu détectables a 10
minutes, puis nulles a 20 minutes (Figure 30.A). Le substrat de Clontech fonctionnant sur le
méme principe que le Stop’n’Glo de Promega, je I’ai donc comparé selon le méme protocole.
Ce dernier est plus stable sur 5 minutes, puis commence a diminuer. Cela donne une fenétre
de stabilité de réaction plus intéressante (Figure 30.B). Ainsi cela nous oriente quant au

procédé de lecture appliqué sur le lecteur TECAN Infinite M1000 de la plateforme de criblage.
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Par ailleurs, il est intéressant de noter que le rouge de phénol présent dans le DMEM n’influe
pas sur la lecture. De plus, ces substrats sont sensibles a I’oxydation, nécessitant une injection
douce dans les puits. Nous avons également paramétré les temps d’acquisition de
luminescence pour un résultat optimal (soit un compte total de photons sur 10 secondes).
Enfin, nous avons opté pour un mode de lecture puit a puit, avec injection et lecture
instantanée d’un puit afin d’avoir les meilleures Unités Relatives de Luminescence (RLU)
possibles. Une lecture complete de plaque met donc 25 minutes, soit environ 7h de lecture a
programmer pour 16 plaques. Ces mises au point ont duré approximativement de Mars a Juin
2017, avec le criblage qui a été lancé fin Juin a début Juillet 2017. Pour un criblage de 3072

points, il faut 2 semaines complétes pour obtenir le résultat final.
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Figure 30 : Caractérisation des stabilités des substrats de la luciférase et de son activité enzymatique. (A.) : Stabilité du
signal de la Metridia Luciférase issue de HMEC-MetLuc stimulées au BMP9 12.5pg/mL ou 1ng/mL, avec le substrat Renilla
fourni par Clontech. Le substrat est ajouté au temps zéro, puis on effectue une lecture d’un méme échantillon a différents
temps (en triplicat, n=1). (B.) : Stabilité du signal de la Metridia Luciférase issue de HMEC-MetLuc stimulées au BMP9
12.5pg/mL ou 1ng/mL, avec le substrat Renilla fourni par Promega. Le substrat est ajouté au temps zéro, puis on effectue une
lecture d’'un méme échantillon a différents temps (en triplicat, n=1). (C.) : Stabilité de la Metridia Luciférase. Des surnageants
ont été prélevés de HMEC-MetLuc cultivées avec du Sérum de Veau Feetal (SVF 10%) et stockés a température ambiante. Les

Luciférases sont ainsi testées a différents temps (en triplicat, n=1).
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1.3.6 Choix de la chimiotheque Prestwick

J'ai effectué un criblage primaire sur la chimiothéque Prestwick, contenant 1280
molécules validées par la FDA et 'EMA. Cette chimiotheque est intéressante puisqu’il s’agit
de médicaments existants sur le marché et donc accessible pour les patients souffrants de
maladies rares, évitant les mises au point évoquées précédemment et donc accélérant le
processus de traitement. Nous avons criblé ces molécules candidates a 2 et 20uM en simplicat
et en présence de BMP9 12.5pg/mL. On considérera comme hit positif du crible toute
molécule induisant au minimum 2 fois la réponse BMP9 12.5pg/mL. Ceci nous fait alors cribler
un total de 2560 conditions. Nous pouvons mettre par plaque 96 puits 80 points pour les
molécules, les 16 autres étant occupées par les contréles positifs et négatifs (Figure 30.B), ce

qui fait un total de 32 plaques, soit 3072 puits.

92



2. Criblage de la chimiotheque Prestwick

2.1 Présentation du Criblage

Des 1280 molécules testées, 13 sont sorties positives du criblage primaire de la banque
Prestwick. J'ai affiné leur caractérisation lors du crible secondaire, en les testant en triplicat a
2,20 et 50uM et en présence de BMP9 12.5pg/mL. 3 candidats ressortent satisfaisants du test,
a savoir les molécules 741, 919 et 1443 (Figure 31). Cependant lors d’essais complémentaires
faits manuellement et non sur la plateforme robotisée, seule la molécule 919 a donné des

résultats similaires au crible et a été validée pour poursuivre son investigation.
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Figure 31 : Résultats du criblage de la chimiothéque Prestwick sur le modéle HMEC-MetLuc. (A.) : Schéma récapitulatif du
Criblage sur la chimiotheque Prestwick. (B.) : Plaque 96 puits type représentant une plaque de criblage. Les puits verts foncés
e représentent les contréles positifs, les puits verts clairs o représentent les contréles négatifs, et les puits bleus. les points
tests. (C.) : Résultats du criblage primaire, les molécules sont classées selon la force du signal produit par la Metridia Luciférase,
valeur calculée par le logiciel d’analyse de criblage développé par la plateforme CMBA. (D.) : Résultats du criblage secondaire.
Les candidats ont été criblés en triplicat a trois doses (2, 20 et 50uM) en présence de BMP9 12.5pg/mL. Ici sont représentés
les hits ayant eu une activité Metridia Luciférase positive lors du crible secondaire, parmi lesquels seuls les 741, 919 et 1443

ont été étudiées par la suite (en simplicat, n=1).
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Le meilleur candidat identifié est donc la molécule 919 : la Bacitracine. Il s’agit d’un
antibiotique produit par Bacillus subtilis, agissant sur la paroi bactérienne en inhibant la

déphosphorylation du pyrophosphate d’isoprényle Css.

2.2 Résultats du criblage de Prestwick : Bacitracine

J’ai donc essayé de comprendre comment cette molécule pouvait activer la voie BMP9.
Dans un premier temps, j’ai évalué |'effet de la bacitracine sur la réponse BRE-luciférase. En
effectuant une analyse de dose réponse avec de la bacitracine seule ou en présence de BMP9
12.5pg/mL ou 100pg/mL, nous nous sommes apergus que I'effet observé de la bacitracine sur
la Metridia luciférase était le méme dans les trois conditions, seule ou avec les deux doses de
BMP9 (Figure 32.A). Nous avons constaté que l'effet de cette molécule semblait plus
important que celui induit par BMP9. La bacitracine induit une activité Metridia Luciférase

plus élevée que BMP9 et ne potentialise pas |'effet de BMP9.

J'ai ensuite effectué des cinétiques de stimulations par bacitracine et BMP9 pour voir
si la bacitracine activait la phosphorylation des Smads 1/5, de maniére précoce ou tardive
(Figure 32.B). Dans un premier temps, les HMEC-MetLuc ont été stimulées par de la
bacitracine 20uM ou BMP9 0.1ng/mL ou 10ng/mL a différents temps (10min, 20min, 1h, 4h et
24h). Les surnageants sont prélevés aux temps indiqués, puis I'activité luciférase sera analysée
ultérieurement (Figure 33.B). Une fois les surnageants retirés, les cellules ont été lysées pour
étudier I'état de phosphorylation intracellulaire des Smads 1/5. On constate qu’une faible
dose de BMP9 (0.1ng/mL) induit une phosphorylation précoce, avec un pic entre 20min et 1h,
puis redescend jusqu’a un niveau nul de p-Smad 1/5 a 24h. Une forte dose de BMP9 (10ng/mL)
induit également une phosphorylation précoce a 10min, un pic a 1h puis redescend et se
maintient jusqu’a 24h. De maniére surprenante, la bacitracine n’induit aucunement la
phosphorylation des Smads 1/5. Il semblerait alors que cette molécule serait capable d’induire

une activité luciférase BRE sans passer par la voie canonique de BMP9.

J'ai ensuite investigué si la bacitracine avait un effet sur les genes cibles de la voie
BMP9 (notamment ID1 et Smad6) par RT-qPCR, sur des HMEC-MetLuc stimulées par BMP9 ou
Bacitracine. Lorsque que I'on regarde les niveaux d’expression en ARNm des génes cibles de
la voie BMP9, on constate que BMP9 induit fortement les niveaux d’ARNm d’ID1 et Smad6 en

24hrs. Cependant, la bacitracine n’induit pas I’expression de ceux-ci, notamment ID1 dont une
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séquence du promoteur artificiel est répétée deux fois dans le promoteur de la Metridia

Luciférase. On se heurte alors a une réponse contradictoire du systéme cellulaire (Figure 32.C).
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Figure 32 : Caractérisation de la Bacitracine. (A.) : Activité Metridia Luciférase d’une dose réponse de Bacitracine, seule ou
en présence de BMP9, en unités relatives de luminescence (RLU) normalisée au WST-1 (en triplicat, n=1). (B.) : Activité Metridia
Luciférase en cinétique de Bacitracine 20uM (BCT) comparée a deux doses de BMP9. Une fois les surnageants récupérés, les
cellules sont lysées pour analyser I'état de phosphorylation des Smads 1/5 (en dessous). Les pistes correspondent aux temps
indiqués sur le graphique quantitatif au-dessus (en simplicat, n=1). (C.) : Expression d’ID1 et Smad6 normalisé HPRT sur des
HMEC-MetLuc stimulées par BMP9 ou bacitracine pendant 24hrs (en duplicat, n=1).

Ces résultats laissent supposer que la bacitracine induit I'expression de la Metridia
Luciférase, de maniére indépendante de la voie BMP9/ALK1/Smad1-5. Ce qui pose donc

probleme puisque I'on n’affecte en aucun cas la voie d’intérét. J’ai donc mené des tests

complémentaires afin de confirmer si la bacitracine était un faux positif du criblage.

Dans un premier temps, nous avons utilisé le systéme de transfection transitoire utilisé
en routine au laboratoire sur des 3T3 (fibroblastes) pour quantifier I'activité BMP9,
comprenant deux plasmides dérivés de pGL3 BRE Firefly Luc et TK Renilla Luc de Promega, que
j’ai adapté sur des HMEC-1 (Figure 33.A). Les cellules sont transfectées 4h, puis on ajoute du
BMP9 et/ou Bacitracine pendant une nuit. On constate que le BMP9 augmente bien de fagon
dose-dépendante I'activité luciférase, alors que la bacitracine échoue a reproduire la

stimulation observée dans le modele HMEC-MetLuc. Ce qui confirme I'absence de
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phosphorylation des Smads 1/5 et I’expression nulle des génes cibles codant ID1 et Smadé6. La
bacitracine n’agit pas sur la voie BMP9 et n’active pas ce systéme rapporteur luciférase
laissant supposer un effet faux positif sur le systeme HMEC-MetLuc. Ceci est appuyé par les
cinétiques effectués préalablement en Western Blot (Figure 32.B), dont j’ai récupéré les
surnageants pour évaluer I'activité luciférase (Figure 33.B). On constate que la Bacitracine
induit une activité luciférase trés précoce des 10 min pour atteindre un plateau aprés 4h.
Cependant, le BMP9 a forte et faible dose commence a induire une activité luciférase au bout
de 4h et atteint les mémes niveaux que la bacitracine au bout de 24h. Il semble alors
improbable que la bacitracine soit capable de synthétiser une Metridia Luciférase

fonctionnelle et secrétée en a peine 10min.

Pour comprendre ces résultats, j'ai effectué des cinétiques courtes de stimulations
(10min a 4h) en utilisant des inhibiteurs de traduction (Cycloheximide — CHX) et de
transcription (5,6-Dichloro-1-B-D-ribofuranosylbenzimidazole — DRB) pré-incubés pendant 1h,
puis la bacitracine est ajoutée. L'activité de la Metridia Luciférase a été mesurée a la fois dans

les surnageants et les lysats cellulaires (Figure 33.C et 33.D).
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Figure 33 : Effet d’inhibiteurs de transcription et traduction sur I’effet de la Bacitracine. (A.) : Activité Luciférase Firefly
normalisée TK Renilla de cellules HMEC-1 transfectées pGL3 BRE Luc et TK Renilla, stimulées par BMP9 ou Bacitracine, en
Unités Relatives de Luminescence (RLU) (en triplicat, n=1). (B.) : Activité Metridia Luciférase de HMEC-MetLuc stimulées par
BMP9 ou Bacitracine a différents temps, en Unités Relatives de Luminescence (RLU) (en triplicat, n=1). (C.) : Activité Métridia
Luciférase en cinétique mesurée dans les surnageants de HMEC-MetLuc stimulées par de la Bacitracine (BCT), BCT + CHX, BCT
+ DRB et BMP9, en unités relatives de luminescence (RLU) (en triplicat, n=1). (D.) : Activité Métridia Luciférase en cinétique
mesurée dans les lysats cellulaires de HMEC-MetLuc stimulées par de la Bacitracine (BCT), BCT + CHX, BCT + DRB et BMP9, en

Unités Relatives de Luminescence (RLU) (en triplicat, n=1).

On constate que l'induction de I'activité luciférase dans les surnageants par la
bacitracine n’est pas inhibée par la présence d’un inhibiteur de transcription suggérant un role
post-transcriptionnel de la bacitracine (Figure 33.C). L’addition de CHX, ne diminue pas non
plus I'activité luciférase pendant les premiéres 20 min ce qui suggére que cette sécrétion
précoce est indépendante d’une synthese protéique. Ce résultat suggere que I'augmentation
précoce de la luciférase par la bacitracine soit due a un effet de la bacitracine sur la sécrétion
de la luciférase. Aux temps plus longs la CHX diminue I’activité luciférase dans les surnageants
mais aussi dans les lysats cellulaires et correspond donc a la durée de vie de la luciférase.
L'expression de la luciférase intracellulaire n’est pas augmentée par la présence de la
bacitracine confirmant que la bacitracine n’induit pas I'expression de la luciférase. La

bacitracine est donc probablement un faux positif agissant sur la sécrétion de la luciférase et
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peut-étre des protéines en général. L’outil Metridia Luciférase qui nous permettait de mesurer
I'activité luciférase directement dans les surnageants s’est avéré en fait un générateur de faux

positif permettant d’identifier des régulateurs de sécrétion de protéines.

Néanmoins, ce premier criblage nous a permis de conclure quant a la qualité du
systeme développé et aux limites qu’il pouvait proposer, a savoir une sensibilité amoindrie et
des effets sur la sécrétion a contrdler. Les hits obtenus lors de criblage étaient en fait des faux
positifs, nous faisant conclure que ce systeme n’était pas adéquat pour un criblage a haut
débit, a moins de caractérisations assez lourdes lors du crible secondaire en utilisant des
inhibiteurs de traduction et sécrétion afin d’affiner les recherches de candidats
potentialisateurs. Nous pourrions cependant proposer un nouveau role de la bacitracine, qui

semble stimuler les phénomeénes sécrétoires de la cellule.

3. Développement d’un deuxieme test de criblage : HMEC-1 FR Luc

Suite aux résultats faux-positifs du premier criblage, nous avons choisi de changer de
méthode de criblage en adaptant un test cellulaire que nous utilisons en routine au laboratoire
qui consiste a co-transfecter deux plasmides : un pGL3 BRELuc codant pour une luciférase de
luciole (Firefly) en aval d’'un promoteur BMP Response Element (Korchynskyi) rapportant la
réponse BMP9, puis d’un plasmide TK Renilla de Promega codant une luciférase Renilla en aval
d’un promoteur TK, permettant de normaliser le signal. Le test étant utilisé au laboratoire sur
des fibroblastes 3T3 en 24 puits, j’ai d( adapter et miniaturiser le test pour des HMEC-1 en 96
puits pour qu’il soit utilisable pour un criblage a haut débit. En effet, la lignée cellulaire 3T3
est une lignée idéale pour ces essais car ces cellules tolérent trés bien la transfection, et par
ailleurs poussent trés vite. Cependant il faut leur ajouter un plasmide d’expression d’ALK1 en
plus des plasmides rapporteurs, car elles n’expriment pas ALK1 a leur surface, n’étant pas des
cellules endothéliales. Les HMEC-1 exprimant ALK1, nous pouvons nous passer de la

surexpression de ce récepteur. J'ai donc ajusté la culture cellulaire pour les HMEC-1 en 96
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puits, puis j’ai diminué la quantité de Lipofectamine 2000 et pGL3 BRE Luc / TK Renilla a

transfecter.
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Figure 34 : Mise au point du modele HMEC FR Luc pour un criblage en 96 puits. (A.) : Représentation schématique de la
technique utilisée pour le criblage. Des HMEC-1 sont transfectées transitoirement par deux plasmides : pGL3 BRE Luc
rapportant la voie BMP9, et TK Renilla permettant de normaliser le signal et la quantité de matériel de transfection dans les
puits. (B.) : Activité Luciférase d’une dose réponse de BMP9 dans le modele HMEC FR Luc, en unités relatives de luminescence
(RLU) activité Firefly normalisée Renilla (en triplicat, n=1). (C.) : Calcul du Z’ Factor sur ce modele, en prenant BMP9 6pg/mL
en contréle négatif et BMP9 1ng/mL en contréle positif, en unités relatives de luminescence (RLU) activité Firefly normalisée

Renilla par réplicat.

La mise au point robotique fit également longue et difficile, puisque j'ai d( évaluer la
stabilité du mix de transfection. En effet, la lipofectamine est également adhérente sur les
parois et nécessite des bacs low protein binding ainsi que des pointes en graphite pour limiter
I'adhésion de celle-ci sur les parois et obtenir une transfection homogene. La limite de la

reproductibilité de ce systeme est donc d’avoir une quantité de plasmides transfectés égale

dans tous les puits. Pour ce faire, j’ai essayé trois méthodes :
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e Transfecter pendant 6h des HMEC-1 en boite de Pétri, puis ensemencement d’un pool
cellulaire transfecté en 96 puits.
o MAIS Les cellules ne tolérent pas la trypsine apres la lipofectamine, et meurent.
De plus, I'ensemencement en SVF1% (contenant du BMP9) induit le BRE qui
augmente le bruit de fond.
e Mettre un mix de transfection en fond de puits d’une plaque 96 puits, et ajouter les
cellules dans ces puits
o MAIS Les cellules fraichement passées a la trypsine ne tolérent pas le mix de
tranfection lors de la sédimentation, et meurent.
e Ensemencer les cellules en 96 puits et laisser poser une nuit, puis transfecter le
lendemain, selon le protocole usuel.

o Les cellules sont viables et fonctionnelles.

Ainsi la troisitme méthode nous a permis d’initier le criblage. Cependant, cette
méthode nécessite de transfecter les cellules dans les puits ce qui entraine un facteur

d’hétérogénéité, et nécessite de réaliser des triplicats pour des résultats significatifs.

Ce systéme présente une sensibilité plus importante avec un ECso d’environ 50pg/mL
en accord avec les données publiées précédemment par I’équipe (Figure 33.B) (Induction de
14 fois entre 6 et 100pg/mL pour HMEC FR Luc contre une induction de 2 fois pour les mémes
doses sur HMEC-MetLuc). Cette sensibilité nous permet d’utiliser BMP9 1 ng/mL comme
contréle positif d’induction. En effet nous avons obtenu un Z’ Factor satisfaisant de 0.52
(Figure 34.C) en présence de BMP9 6pg/mL pour le contréle négatif et 1000pg/mL pour le
contrdle positif. Lors du criblage précédent, en utilisant la lignée HMEC-MetLuc, nous avions
été obligés d’utiliser le SVF comme controle positif et donc d’activer d’autres récepteurs que

le récepteur ALK1.
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Figure 35 : Résultats du Criblage de la chimiotheque TargetMol de Tebu-Bio sur le modéle HMEC pGL3 BRE Luc.
(A.) : Résultats du criblage primaire, les molécules sont classées selon la force du signal produit par la Luciférase, valeur
calculée par le logiciel d’analyse de criblage développé par la plateforme CMBA. (B.) : Activité Luciférase en réponse a
I’épinéphrine et norépinéphrine, issus du criblage secondaire a trois doses et en présence de BMP9 6pg/mL, en unités relatives
de luminescence (RLU) activité Firefly normalisée Renilla. (C.) : Activité Luciférase de I’épinéphrine et norépinéphrine a 50uM
avec une dose réponse de BMP9, en unités relatives de luminescence (RLU) activité Firefly normalisée Renilla (en triplicat).

(D.) : Schéma récapitulatif du criblage de la chimiotheque TargetMol (en triplicat, n=1).

3.1 Choix de la chimiothéque : TargetMol

Ayant déja criblé la banque Prestwick avec le modele HMEC-MetLuc et n’ayant pas
obtenu de cibles intéressantes bien que n’étant pas dans un test de criblage optimal, nous
avons choisi de cribler une autre banque qui propose également des molécules FDA
approuvées a savoir TargetMol proposée par Tebu-Bio. Celle-ci comprend 1813 molécules,
dont 47% sont également comprise dans la banque Prestwick. Nous avons choisi d’exclure les
molécules déja présentes dans la banque Prestwick. Nous avons donc réalisé ce second
criblage avec 853 molécules. Ces molécules ont été testées comme précédemment a deux
concentrations (2 et 20uM) en simplicat. Ceci nous fait donc 1706 conditions, soit 22 plaques
d’essais avec 80 points molécules et 16 points contréles, soit un total de 2058 puits a cribler.
Au contraire du criblage précédent et par soucis de reproductibilité, les plaques ne sont pas

lues dans la foulée. En effet, une lecture de plaque dure en moyenne 40 minutes, alors que
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I’étape de stimulation (aspiration du milieu, rincage et ajout des molécules) dure environ 12
minutes. Ainsi on aurait eu un décalage quant au temps de stimulation des dernieres plaques.
Nous avons alors décidé de congeler les lysats cellulaires pour une lecture ultérieure. La
Metridia Luciférase est stable a -80°C et ne perd pas son activité apres décongélation (tests
gue j'ai également fait durant la mise au point). Ainsi 12 plaques peuvent étre lues par jour,

donnant un total de deux jours complets de lecture pour 22 plaques.

3.2 Protocole de criblage

J'ai tout d’abord criblé ces candidats en simplicat a 2 et 20 uM en présence de BMP9
6pg/mL. Du criblage primaire nous avons sélectionné 13 molécules comme hits positifs en
prenant comme critére une induction d’au moins 2 fois la réponse BMP9 6pg/mL (Figure 35.D).
Nous avons ensuite passé ces 13 candidats avec les 14 candidats sortis positifs du 1¢" criblage
primaire de Prestwick sur le modele HMEC-MetLuc afin de confirmer ou infirmer la
potentialité de ces molécules sur le modeéle actuel. Ce qui nous a fait cribler au total 27
molécules pour le criblage secondaire ; a 2, 20 ou 50uM en triplicat et en présence de BMP9
6pg/mL. Aucune molécule de Prestwick n’est sortie positive a la suite de ce criblage
secondaire, nous permettant de conclure quant a la faible efficacité du modele HMEC-MetLuc
établi et les faux positifs qu’il était susceptible de produire. Néanmoins, parmi les 13
molécules du criblage secondaire de TargetMol nous avons validé 2 candidats identifiés
comme molécules leaders potentiels : Norépinéphrine et Epinephrine (Figure 35.B et 35.C).
Ce résultat est encourageant, puisque les deux leaders font partie de la famille des agonistes
o/B adrénergiques. Sur un essai BRE Luc, on constate que la dose optimale pour ces molécules
est de 50uM. La norépinéphrine semble cependant donner une réponse plus intéressante,
puisque capable de doubler le signal induit par chaque concentration de BMP9, alors que
I’épinéphrine donne une réponse moins importante, pour des concentrations en BMP9 a
partir de 25pg/mL. De plus, il est a noter que la norépinéphrine et I’épinéphrine ne font pas
effet en absence de BMP9, montrant que ce dernier est nécessaire a I'induction du signal. On

semble donc avoir une réelle potentialisation d’'une réponse BMP9 existante (Figure 35.D).
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4. Résultats du criblage de TargetMol : Epinéphrine et Norépinéphrine

La norépinéphrine (noradrénaline) est le précurseur métabolique de I'épinéphrine
(adrénaline), réaction catalysée dans le tronc cérébral par la PNMT (phényléthylamine-N-
méthyltransférase), et sont tous deux des neurotransmetteurs de la famille des
catécholamines. Ce sont des molécules agissant sur des récepteurs alpha et beta
adrénergiques type GPCR (G Protein Coupled Receptor) permettant de moduler le tonus
vasculaire. La norépinéphrine agit sur les récepteurs de type al et a2, couplés a des protéine
Gq et une Phopsholipase C, permettant de synthétiser de I'Inositol triphosphate qui libérera
le Ca?* du Reticulum Sarcoplasmique induisant une contraction musculaire. Elle a donc un
effet vasoconstricteur et permet le maintien de la pression sanguine (Figure 36). L’épinéphrine
a une action a spectre plus large puisqu’agissant sur des récepteurs al et a2 mais aussi f1, B2
et B3. Sur les récepteurs de type B, les protéines Gs associées sont couplées a des Adenylates
Cyclases permettant la synthése d’AMPc pour I'activation de protéines kinases PKA et induire
une relaxation musculaire. Elle permet ainsi d’induire une bronchodilatation et une
vasodilatation. L’épinéphrine a donc des effets contraires selon les récepteurs exprimés sur
les organes cibles. Les cellules endothéliales quant a elles expriment principalement des
récepteurs al et B2 afin de réguler la pression sanguine, entre vasodilatation et
vasoconstriction. Puisque la pharmacopée des a/B adrénergiques est bien connue, nous avons
choisi d’affiner la stimulation de ces voies en choisissant des agonistes pouvant soit se lier aux
récepteurs al (Phényléphrine et Cirazoline), soit se lier aux récepteurs B2 (Albutérol et

Isoprotérénol).
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Figure 36 : Représentation schématique des voies de signalisations des récepteurs al et 82 adrénergiques. (A.) : La voie 82
met en jeu une protéine Gs liée a une Adénylate Cyclase (AC), métabolisant I’ATP en AMPc, permettant d’activer la Protéine
Kinase A (PKA) et d’induire une dilatation des vaisseaux sanguins (adapté de Nardini S. et al., 2014, Multidiscip Respir Med.).
(B.) : La voie a1 met en jeu une protéine Gq liée a une PhospholLipase C (PLC) métabolisant le phosphatidil inositol biphosphate
(PIP;) en diacyl glycérol (DAG) et en Inositol triphosphate (IPs3), ce dernier ouvrant les canaux calciques du réticulum
endoplasmique pour libérer le Ca?* dans le compartiment intracellulaire et induire une constriction des vaisseaux sanguins

(Adapté de Richard E. Klabunde, 2012, Cardiovascular Physiology Concepts).

J'ai tout d’abord essayé ces analogues sur notre modele HMEC FR Luc, a 10 et 100uM
en présence de BMP9 0.1ng/mL (Figure 37.A) afin de comprendre I'implication de ces deux
voies signalétiques sur I'activité de la luciférase. Les molécules sont ici directement comparées
a la condition BMP9 0.1 ng/mL. On confirme ici I'effet potentialisateur de la norépinéphrine
aux deux doses, et un effet important de I'épinéphrine cette fois-ci a 100uM. Parmi les
agonistes, on constate que seule la phényléphrine (al) a 100uM et I'albutérol (B2) a 10uM
sont capables de potentialiser une réponse BRE en présence de BMP9, mais que la cirazoline
(al) et I'isoprotérénol (B2) n"augmentent pas la réponse BRE. Il semblerait ainsi que les voies
al et B2 soient capables toutes deux de potentialiser une réponse BMP9. Au vu de la
physiopathologie de 'HTAP notamment, il serait plus judicieux d’exclure la voie al qui serait
délétére pour les patients de par son effet vasoconstricteur. Nous avons donc choisi de
caractériser d’avantage la voie B2 adrénergique (Figure 37.B). Pour tester la voie AMPc, j ai
utilisé de la Forskoline qui permet d’activer I’Adenylate Cyclase, du 8-bromo cAMP permettant

d’activer la PKA et également du H89 qui inhibe cette méme PKA. On constate que la
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Forskoline n’affecte pas I'expression de la luciférase en absence de BMP9, mais la Forskoline
et le 8-bromo AMPc potentialisent la réponse induite par BMP9. Ceci suggere que cette
réponse est possiblement médiée par les récepteurs B2 adrénergiques, couplés a I'adenylate
cyclase. De maniére surprenante, en absence d’agoniste adrénergique, I'ajout de H89 diminue
de moitié la réponse BMP9, suggérant qu’une partie de la réponse BMP9 sur 'activité BRE
(médiée par la phosphorylation de Smad1/5) pourrait étre AMPc-dépendante. Il nous faudra

alors comprendre comment I’AMPc influe sur la voie BMP9.

0 250,00
53 .
oo
==
= ¢ 200,00
& £ 3000000 53
S 3 ( ==
) o ) o I 150,00
0 I x
E= &=
>0 0 ~
EE ’ £ 100,00
Qg g
2z 1 =
w e
=
i ' ' >0 50,00
0 EE
. & g & 8§ &g & g ¢ g 0,00 M- mim
) - = T A = a7 A ! . o N o o 5
5 Q & & & & @ >
V& S s
x o> & & <© P &
] 0 < < & s @
V‘51 X ch" %:0\ L) o
Norépi. Epinephrine Isoprot Phényl Albutérol | Cirazoline A @Qq Q)\i\ " QO;’
&S & &
BMP9 0,1ng/ml L)

Figure 37 : Effet des agonistes al et 82 sur le BRE. (A.): Activité Luciférase en réponse a la Norépinéphrine et Epinéphrine, et
agonistes al (Phényléphrine et Cirazoline) et 82 (Isoprotérénol et Albutérol) en présence de BMP9 0.1ng/mL, en unités
relatives de luminescence (RLU) activité Firefly normalisée Renilla (en triplicat, n=1). (B.) : Activité Luciférase en réponse a
différents acteurs de la voie 62, en présence ou non de BMP9 0.1ng/mlL, en unités relatives de luminescence (RLU) activité
Firefly normalisée Renilla. Norépinéphrine = 50uM ; Albutérol = 10uM, Phényléphrine = 50uM, Forskoline = 10uM, 8-bromo
CAMP = 500uM, H89 = 10uM (en triplicat, n=1).

J'ai ensuite étudié les effets de ces agonistes al et 2 sur la phosphorylation des Smads
1/5 au bout d’1h dans les HUVEC, comparé a I'effet induit par BMP9 (Figure 38.A). J’ai pu
constater I'absence de phosphorylation des Smads 1/5 en présence de Norépinéphrine et
Epinéphrine seules. Il est notable également que la phosphorylation induite par BMP9 n’est
pas augmentée en présence de ces deux molécules. La norépinéphrine et I'épinéphrine ne

semblent donc pas agir sur la phosphorylation des Smads 1/5. Suite a I'absence d’effets

potentialisateurs, je n’ai pas testé I'albutérol ni la phényléphrine en Western Blot.

Ensuite, j'ai regardé 'effet de ces molécules sur I'expression génique d’'ID1 et Smad6
(Figure 38.B et 38.C) dans des HUVEC stimulées par BMP9 ou les agonistes pendant 4h. J'ai

choisi de caractériser uniquement la norépinéphrine avec les agonistes et non I'épinéphrine,
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qui donnait des réponses moins sensibles sur le BRE. Les génes ID1 et Smad6 sont connus
comme fortement induits et de maniere dose-dépendante par BMP9. Par contre ni la
Norépinéphrine, ni I'abutérol ou la phényléphrine n’augmentent ou potentialisent
I’expression d’ID1 induite par BMP9 a 0.1 ou 1ng/mL. Ces molécules n’induisent pas non plus
I’expression de Smad6 et ne potentialisent pas la réponse avec la dose de BMP9 0,1 ng/mL
voire méme l'inhiberaient avec la dose de BMP9 a 1 ng/mL. En effet, cette Smad inhibitrice
effectue un rétrocontrole négatif sur les Smads 1/5, nous pourrions croire que l'on
potentialise une réponse BMP9 en levant I'inhibition induite par Smad6. Comme cet effet est
visible a 4h soit un temps court, on pourrait prolonger ainsi I'effet de la voie signalétique BMP9
qui permet de potentialiser I'activité luciférase par rapport a une condition BMP9 seule qui

serait naturellement régulée.
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Figure 38 : Etude de I'effet des agonistes al et 82 sur la voie BMP9. (A.) : Western Blot p-Smad 1/5 sur des HUVEC stimulées
par la Norépinéphrine (50uM) et Epinéphrine (50uM) seules ou avec BMP9 1ng/mL, avec quantification au-dessus du blot (en
simplicat, n=1). (B.): Expression relative d’ID1 normalisée RPL13a (66Cq) en réponse a la Norépinéphrine, Albutérol et
Phényléphrine seuls ou avec BMP9, dans des HUVEC (en triplicat, n=1). (C.) : Expression relative de SMAD6 normalisée RPL13a

(66Cq) en réponse a la Norépinéphrine, Albutérol et Phényléphrine seuls ou avec BMP9, dans des HUVEC (en triplicat, n=1).

On constate alors un message contradictoire. En effet, I'absence de phosphorylation était
attendue compte tenu de la voie de signalisation empruntée par ces agonistes alpha/beta

adrénergiques. Néanmoins, la séquence BRE présente dans le plasmide pGL3 est une
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séquence doublée provenant du promoteur d’ID1; on devrait alors s’attendre a une
augmentation de I'expression du geéne ID1 endogene. Ohta Y. et al. ont mené des études quant
a I'effet de I’AMPc sur I'induction de I'expression endogene d’ID1 en réponse a BMP9 (Figure
38). En effet, le géne ID1 a dans son promoteur un BRE et un CREB Response Element (CRE).
Ainsi, une réponse BMP9 activerait I'expression d’ID1, qui serait potentialisée avec I’activation
du CRE. Par contre, I'activation seule du CRE ne suffit pas a activer I'expression d’ID1. Précisons
ici qu’il s’agit du promoteur natif ID1, avec un BRE endogene alors que la séquence BRE-Luc
développée par Korchinsky dans le plasmide pGL3 est dépourvue de CRE. lls ont par ailleurs
créé des constructions plasmidiques comprenant soit un BRE + CRE, BRE muté + CRE, BRE +
CRE muté, et enfin BRE muté + CRE muté ; le tout en amont d’une luciférase. En concordance

avec les résultats géniques, ils constatent :

e BRE + CRE : BMP9 active le BRE, en présence de CRE '’AMPc potentialise la réponse

e BREm + CRE : BMP9 n’active pas le BRE muté, le CRE natif avec AMPc ne potentialise
pas et n’active pas la réponse

e BRE + CREm : BMP9 active le BRE, mais 'ajout d’AMPc ne potentialise pas la réponse
dd au CRE muté

e BREm + CREm : Aucune réponse n’est observée.

On a ainsi des résultats concordants en terme de luciférase, cependant nous ne parvenons
pas a obtenir une réponse équivalente au regard de I'expression génique d’ID1. Si on regarde
la réponse BRE, on obtient I'effet publié par Ohta Y. et al. avec la potentialisation via ’AMPc.
Or, j’ai investigué le plasmide pGL3 pensant qu’un CRE pourrait s’étre formé lors de I'insertion
du BRE dans le promoteur, ou encore dans la structure méme du plasmide. Les résultats du
séquencage n’ont montré aucun CRE dans le pGL3 BRE Luc et pGL3 Luc (sans BRE). De plus,
j’ai essayé ces deux plasmides parallélement avec norépinéphrine et BMP9, le plasmide pGL3
Luc sans BRE ne répond a aucune des deux molécules (comme observé dans les
caractérisations précédentes pour le pGL3 BRE Luc). On se heurte ici a un paradoxe entre ce
qui est publié et mes résultats, qui ne concordent pas du tout avec ce qui se passe entre la
réponse BRE plasmidique et la réponse BRE ID1 endogéne. J’'ai également essayé d’étudier les
expressions géniques d’ID1 et Smad6 dans différents modeles endothéliaux, et on retrouve
les mémes niveaux d’expression entre HMEC-1 et HUVEC. Cependant, les résultats de qPCR

permettent de mettre en lumiére la potentialisation observée sur le BRE. En effet, la voie B2
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adrénergique par la production d’AMPc semble inhiber I'expression de Smad6, Smad
inhibitrice effectuant un rétrocontrdle négatif sur les Smads 1/5 en entrant en compétition
avec Smad4. En enlevant ce frein, on active alors davantage la synthése de luciférase pour la
méme intensité signalétique en BMP9. Je parle ici d’avantage de la voie B2, en effet les
concentrations utilisées en norépinéphrine et phényléphrine étant fortes (50uM contre 10uM
pour albutérol) on pourrait penser que ces molécules se lient préférentiellement aux
récepteurs 2. On pourrait tout de méme proposer que la voie B2 adrénergique potentialise

une réponse BMP9 en BRE Luc en levant l'inhibition induite par Smad6.
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Figure 39 : Représentation schématique du modéle proposé par Ohta Y. et al., 2008 J Bone Miner Metab. (A.) : L’activation
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concomitante des voies BMP9 et 82 permettent une potentialisation de la réponse BMP9 endogene, résultant en une
augmentation de I'expression d’ID1 et de I'activité luciférase par la présence d’un BMP Response Element (BRE) et un CREB
Response Element (CRE) dans le modéle de Ohta Y. et al. (B.) : L’activation concomitante des voies BMP9 et 82 dans notre
modeéle permet une potentialisation de la réponse BMP9 endogeéne, résultant en une augmentation de I’activité luciférase par
la présence d’un BRE, cependant notre construction ne présente pas de CRE. Par ailleurs, I'expression d’ID1 endogéne n’est

pas augmentée.

Ce deuxieme criblage nous a permis de mettre en évidence une famille d’agonistes
capables d’activer le gene rapporteur sous le promoteur ID1, mais nous n’avons pas pu valider
cet effet activateur sur les deux genes cibles de BMP9 étudiés. Ces résultats ne nous
permettant pas completement de valider cette famille de molécules, nous avons choisi de
faire un nouveau criblage. Cependant, le cas de I'albutérol, ou salbutamol (ventoline) sera

discuté ultérieurement, qui pourrait étre tout de méme un candidat de choix pour HHT et

HTAP de par son mode d’administration et son effet 32 adrénergique.
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5. Criblage de la chimiotheque de Prestwick sur le modéele HMEC FR Luc

5.1 Protocole de Criblage

Puisque le criblage de la chimiotheque TargetMol sur HMEC FR Luc donnait des
contradictions entre luciférase et voie de signalisation BMP9, et celui de la chimiotheque
Prestwick sur HMEC MetLuc présentait entre autres des faux positifs, nous avons donc choisi
de cribler une nouvelle fois la chimiothéque Prestwick mais cette fois-ci avec le modéle HMEC
FR Luc. Ce criblage a été plus long par rapport a celui de la chimiothéque TargetMol, puisque
cette fois-ci il a fallu prévoir davantage de points. Ainsi nous avons eu besoin de 2 semaines
complétes pour effectuer le criblage puis 3 jours entiers de lecture pour 32 plaques. J’ai donc
criblé 1280 molécules en simplicat a 2 et 20uM en présence de BMP9 6pg/mL. En sortie du
criblage primaire, 42 candidats sont sortis positifs induisant au minimum 2 fois le signal de
BMP9 6pg/mL. Parmi ces molécules, 8 faisaient parties des agonistes o/ adrénergiques, dont
I'isoprotérénol, I'épinéphrine et également ’AMPc. Ceci est tout de méme encourageant
puisque nous obtenons a nouveau cette famille moléculaire a partir d’une chimiothéque
différente, confirmant I'effet de cette famille moléculaire sur une réponse BRE BMP9
dépendante. Nous avons exclu ces molécules que nous avons déja caractérisées, pour en

passer 39 en criblage secondaire. Ainsi, nous avons testé ces 39 candidats en triplicat a 2, 20

\® ’ PRESTWICK .. ®e et 50uM en présence de BMP9

CHEMICAL oL ® _ o .
Py .. .., Criblage Primaire | gpa/mL. A I'issue de ce criblage
1280
X secondaire, nous avons pu

identifier deux nouvelles

Criblage Secondaire molécules leaders :

39 I’Alprostadil et le Dinoprost
(Figure 41.A).
.. Molécules Leaders Figure 40 : Représentation schématique
2

du 2¢me criblage de Prestwick.
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5.2 Résultats du criblage : Alprostadil et Dinoprost

Ces deux molécules sont respectivement des Prostaglandines E1 et F2a. L'aprostadil
agit principalement sur la vasodilatation en favorisant également la synthese d’AMPc via les
adénylates cyclases, et est utilisé pour dilater les vaisseaux sanguins du tissu érectile des corps
caverneux et permettant I'augmentation du débit artériel. Le dinoprost, analogue de la
prostaglandine F2a permet quant a lui le déclenchement des contractions endométriales pour
I’'accouchement et également I'avortement. Cependant son action est discutée pour la
formation de plaques d’athéromes, et pourrait déclencher certaines maladies cardio-
vasculaires. Ces molécules réveélent tout de méme un intérét particulier puisqu’étant des

acteurs du tonus vasculaire.
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Figure 41 : Résultats du criblage Prestwick sur HMEC FR Luc. (A.) : Résultats du criblage primaire, les molécules sont classées
selon la force du signal produit par la Luciférase, valeur calculée par le logiciel d’analyse de criblage développé par la
plateforme CMBA. (B.) : Activité Luciférase de I'alprostadil et dinoprost a 2uM avec une dose réponse de BMP9, en unités
relatives de luminescence (RLU) activité Firefly normalisée Renilla (triplicat, n=1). (C.) : Western Blot de p-Smad 1/5 en réponse

a I'aprostadil et dinoprost seuls ou avec BMP9, sur des HUVEC, avec quantification au-dessus des blots (simplicat, n=1).

J'ai donc commencé a caractériser ces molécules. Dans un premier temps, j’ai évalué
le potentiel activateur de la voie BMP9 de I'alprostadil et du dinoprost sur une réponse BRE-

luc dans les HMEC FR Luc a différentes doses de BMP9. Dans cette expérience, je n’ai pas pu
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reproduire I'effet du dinoprost, cependant I'aprostadil semble potentialiser la réponse BMP9
a partir de la dose 25 pg/mL (Figure 41.B). Il est intéressant de noter que cette molécule
fonctionne a des doses plus faibles que les molécules préalablement testées (2uM contre 10

a 50uM).

Par la suite, j'ai mené les mémes approches expérimentales que pour les molécules
précédentes. J’ai donc cherché dans un premier temps a savoir si la phosphorylation des
Smads 1/5 était affectée par ces prostaglandines, dans des HUVEC stimulées pendant 1h par
du BMP9 et/ou ces prostaglandines. A nouveau, celles-ci ne phosphorylent pas les Smads 1/5

ni ne potentialisent la réponse induite par le BMP9 (Figure 41.C).

Ensuite, j’ai cherché a savoir si ces molécules activaient I'expression en ARNm des
génes cibles de la voie BMP9 sur des HUVEC en présence ou non de BMP9 pendant 4h. Si l'on
regarde I'expression d’ID1 et Smad6, on constate que les molécules n’ont pas d’effet seules
ou en présence de BMP9, si ce n’est un effet inhibiteur quant a I'expression d’ID1 (Figure 42).
Cela est en contradiction encore une fois avec les résultats obtenus sur le BRE, mais également
avec la littérature. N.W Morell et al. ont démontré I'effet potentialisateur de I'iloprost, un
analogue de prostaglandine 12 (utilisant le récepteur PGIR2 tout comme I'alprostadil). Elle a
semble-t-il un effet activateur seule sur I'expression d’ID1 mais également potentialisateur en
présence de BMP9, et est utilisée actuellement pour traiter 'HTAP. Cet effet est également
observable sur leur modele cellulaire, les C2C12BRA, cellules stables myoblastiques murines.
Ce modeéle est cependant loin de celui que nous avons établi puisque ce modéle n’exprime

pas ALK1 et provient d’une autre espéce.
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Figure 42 : Effet de I'Aprostadil et du Dinoprost sur les génes cibles de la voie BMP9. (A.) : Expression relative d’ID1
normalisée RPL13a (66Cq) en réponse a I’Alprostadil et du Dinoprost seuls ou avec BMP9, dans des HUVEC (en duplicat, n=1).
(B.) : Expression relative de Smad6 normalisée RPL13a (66Cq) en réponse a I’Alprostadil et du Dinoprost seuls ou avec BMPS,

dans des HUVEC (en duplicat, n=1).

6. Criblage manuel de Prestwick sur C2C12 BRA

6.1 Présentation des C2C12 BRA

Face a ces effets encore une fois contradictoires, puisque les molécules ne
potentialisent I'effet de BMP9 que sur le systéeme rapporteur BRE-luc, nous avons choisi de
cribler a nouveau 39 hits issus du criblage secondaire précédent sur le modéle largement
utilisé dans la littérature, le test C2C12BRA. De ce fait nous pourrons comparer les molécules
considérées comme positives entre C2C12BRA et HMEC FR Luc. Ce systéme est plus
reproductible que le test HMEC FR Luc car c’est une lignée stable exprimant BRE Luc, évitant
ainsi 'étape de transfection et donc plus simple d’utilisation. Au contraire des cellules
endothéliales, ce modele nexprime pas ALK1, mais ALK2, un peu ALK3, mais aussi les
récepteurs de type 2 BMPR2, ActR2A et un peu ActR2B. Ainsi il est nécessaire d’augmenter les
guantités de BMP9 pour atteindre le plateau de réponse. Ici on constate donc un début de

réponse a partir de 5ng/mL et un ECsp se situant autour de 10ng/mL (Figure 43).

Cependant ce modeéle a déja permis I'identification de nombreux leaders comme le
Tacrolimus ou encore I'lloprost qui sont utilisés actuellement en traitement pour HHT et HTAP
respectivement. Ainsi, aprés avoir criblé les 39 molécules sur ce modéle, j'ai pu constater des

résultats différents (Figure 44). De maniére surprenante, le dinoprost n’est pas sorti positif du
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crible, et I'alprostadil semble avoir inhibé la réponse BMP9 (Figure 44.B). D’autre part, deux
molécules sont sorties positives de ce crible, que I'on appellera molécule X et Y (celles-ci étant
en cours de caractérisation) (Figure 44.A et 44.B). La molécule Y est d’ailleurs capable d’induire
un signal BRE sur les C2C12 indépendamment de BMP9, mais peut également potentialiser

une réponse BMP9 (données non présentées).
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Figure 43 : Activité Luciférase de dose réponse de BMP9 en C2C12 BRA en unités relatives de luminescence (RLU) (en triplicat,
n=1).
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Figure 44 : Résultats du criblage manuel des 39 candidats de Prestwick sur le modeéle C2C12 BRE. (A.) : Activité Luciférase
des hits de Prestwick a 20uM sans BMP9, en unités relatives de luminescence (RLU) (avec les contréles positifs a droite) (en
triplicat, n=1). (B.) : Activité Luciférase des hits de Prestwick a 2uM sans BMP9, en unités relatives de luminescence (RLU) (avec

les contréles positifs a droite) (en triplicat, n=1).

6.2 Résultats du criblage manuel : molécules X. et Y.

J’ai ensuite tenté de caractériser ces deux molécules comme nous I'avons fait pour les
précédents candidats. En refaisant I'essai BRE sur les C2C12, la molécule X n’a pas donné de
résultats satisfaisants et ne stimule pas I'activité Luciférase. Par contre, la molécule Y confirme
I'effet observé lors du ler crible (Figure 45.A). J'ai souhaité savoir si 'effet observé était
strictement C2C12BRA dépendant, puisque cette molécule n’est pas sortie lors du criblage sur
les HMEC FR Luc. En accord avec ce premier criblage, je n’ai pas trouvé d’effet inducteur de
ces deux molécules avec le test HMEC FR Luc (Figure 45.B). Nous avons essayé ces molécules
sur la régulation de I'expression des ARNm d’ID1 et Smad6 sur des HUVEC, et nous n’avons
encore une fois aucune modification significative de leur expression par ces deux molécules

(Figure 45.C et 45.D). Ces résultats iraient dans le sens d’une activation spécifique du type
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cellulaire. Cependant, on ne peut pas non plus écarter un effet direct sur les cellules C2C12

comme sur le nombre de cellules qui pourrait expliquer cette augmentation de RLU.

Comme dit précédemment, les C2C12BRA ont été trés utilisées pour cribler des
molécules capables de restaurer la voie BMP9 et ont permis la découverte de plusieurs
candidats pouvant étre utilisés pour atténuer HHT ou HTAP, ou méme les deux (exemple du
tacrolimus). Cependant, les HMEC-1 sont plus adéquates pour représenter les voies
signalétiques mises en jeu dans ces pathologies puisque HHT et HTAP sont dues a des
dysfonctions endothéliales selon I’hypothése actuelle. De méme, les deux modeles présentent
la méme construction BRE, I'un en stable et I'autre en expression transitoire. Il semble alors
curieux que les résultats different d’'un type cellulaire a I'autre, ou alors d’une construction
BRE a l'autre. Il pourrait étre intéressant de transfecter des C2C12 avec pGL3 BRE Luc et TK
Renilla, éventuellement ALK1 afin de discriminer s’il s’agit du type cellulaire ou de la
construction plasmidique. A priori, une molécule activant une luciférase sous la dépendance
d’un BRE (qui est le méme) devrait le faire dans tous les modéles possédant ce dit BRE. Or ce
n’est pas le cas ici, montrant la limite de ce systéeme et des modéles employés. |l est également
a noter que le BMP9 fonctionne parfaitement dans tous les modeéles, a ECso différents bien sGr
de par le panel de récepteurs présents dans les modéles. Nous pourrions alors nous
demander, par exemple concernant la molécule Y, si celle-ci active une voie particuliére dans
les C2C12BRA capable d’activer un BRE mais qui n’est pas présente ou en moindre intensité
dans les HMEC-1. Des analyses sont en cours pour évaluer la molécule Y en p-Smad 1/5 et
expression ID1 — Smad6 dans les C2C12 pour s’assurer d’une spécificité du modele cellulaire.
Cependant, j’estime que les deux modeéles pourraient é&tre complémentaires compte tenu de
la problématique de HHT et HTAP, afin de s’assurer du bon fonctionnement d’un candidat
potentiel sur la voie BMP9. On pourrait alors s’assurer qu’un candidat leader devrait activer

les deux BRE dans les deux modeles.
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Figure 45 : Caractérisation des molécules X. et Y. (A.) : Activité Luciférase en réponse aux molécules X. et Y. seules ou avec
BMP9, de C2C12BRA, en unités relatives de luminescence (RLU) (en triplicat, n=1). (B.) : Activité Luciférase en réponse aux
molécules X. et Y. seules ou avec BMP9, dans le modéle HMEC FR Luc, en unités relatives de luminescence (RLU) (en triplicat,
n=1). (C.) : Expression relative d’ID1 normalisée RPL13a (66Cq) en réponse a la molécule X. et Y. seules ou avec BMP9, dans
des HUVEC (en duplicat, n=1). (D.) : Expression relative de Smad6 normalisée RPL13a (66Cq) en réponse a la molécule X. et Y.
seules ou avec BMP9, dans des HUVEC (en duplicat, n=1).
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Matériels et Méthodes

Culture cellulaire :

Les HMEC-MetLuc (Human dermal Microvasculer Endothelial Cells) sont cultivées en DMEM
SVF10% puromycine 0.6 pg/mL. Ces cellules sont ensemencées en DMEM SVF1% puromycine
0.6ug/mL a 50 000 cellules par puit en plaque 96 puits pour activité MetLuc, a 250.000 en
plague 6 puit pour ARN et Protéines, et a 1.000.000 en boite de Pétri.

Les HMEC-1 sont cultivées en DMEM SVF10%. Ces cellules sont ensemencées en DMEM
SVF1% a 50.000 cellules par puit en plaque 96 puits pour activité BRE Luc, a 250.000 en plaque
6 puits pour ARN et Protéines, et a 1.000.000 en boite de Pétri. Les transfections et

stimulations associées sont réalisées en Opti-MEM de Gibco sans sérum.

Solutions utilisées : DMEM Gibco Pyruvate + 4.5 g/L D-Glucose ; DPBS sans CaCl; ni MgCl;

Gibco ; Trypsine-EDTA 0.05% Gibco ; Opti-MEM Gibco.

Les HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) sont cultivées en EBM-2 SVF 5% de Lonza
avec suppléments et facteurs de croissance. Ces cellules sont ensemencées dans le méme
milieu a 200.000 en plaque 6 puits pour ARN et Protéines, et a 375 000 cellules en flasque

75mm3.

Solutions utilisées : EBM-2 et (hEGF, Hydrocortisone, GA-1000 (Gentamicin, Amphotericin-B),

FBS (Fetal Bovine Serum) 25 ml, VEGF, hFGF-B, R3 -IGF-1, Ascorbic Acid) de Lonza ; Trypsine

EDTA de Lonza ; Solution de Neutralisation de Trypsine (TNS) de Lonza.

Les C2C12 BRE sont cultivées en DMEM/F-12 + GlutaMAX et SVF 10% + PéniStreptomycine 1%
de Gibco. Les cellules sont ensemencées a 1.5 millions en boite de Pétri, et 15 000 par puits

en plaque 96 puits pour un test BRE Luc.
Clonage plasmide :

J'ai personnalisé le plasmide pLVX en y insérant un site Mlul par mutagénése dirigée afin de
faciliter I'insertion de la séquence ID1-BRE provenant de pGL3 BRE Luc. Ainsi les sites Mlul du
pLVX et de I'insert forment des bouts cohésifs, les autres extrémités formant des bouts francs

avec les sites Hindlll et BamHI. On a alors une insertion dirigée de I'insert dans le plasmide. La
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ligation se fait selon le protocole Quick Ligation Protocol M2200 de NEB. Les plasmides sont
ensuite amplifiés dans une souche E.Coli DH5a traitée ampicilline, puis purifiés en MaxiPrep
selon le protocole Macherey-Nagel. La qualité des plasmides est vérifiée par coupure
EcoRI/Spel donnant une bande a 1200pb. Les plasmides sont ensuite séquencés pour s’assurer

de la présence du BRE dans le pLVX.
Western Blot :

Les cellules sont ensemencées la veille en plaque 6 puits aux quantités adéquates. Le
lendemain, les cellules sont déprivées 2h avec leur milieu respectif seul, puis stimulées 1h, et
arrétées avec 100uL de RIPA et 1uL d’inhibiteur protéase, 1uL d’inhibiteur phosphatase P0044
et P5726 de Sigma dans chaque puit. Les protéines sont dosées selon le protocole Kit Micro
BCA Thermo Scientific. La migration des protéines s’effectue sur des gels pré-coulés BioRad
mini-Protean TGX Stain Free Gels 4-20% puis transférés sur membrane nitrocellulose avec un

Bio-Rad Trans-blot Turbo Transfer System.

Anticorps :

e Phospho-Smad1/5 (Ser463/465) (41D10) Rabbit mAb, Cell Signaling. Dilution 1/1000.
e Monoclonal Anti-B-Actin Clone AC-15 Mouse mAb, Sigma. Dilution 1/5000.

RT-qPCR :

Les cellules sont ensemencées la veille en plaque 6 puits aux quantités adéquates. Le
lendemain, les cellules sont déprivées 2h avec leur milieu respectif seul, puis stimulées 4h, et
arrétées avec 100puL de tampon RA1 et 2uL de TCEP fourni par le kit Nucleospin RNA XS de
Macherey-Nagel. Les RT sont faites selon le protocole Bio-Rad iScript cDNA Synthesis, puis les

gPCR sont faites selon le protocole Kit gPCR Master Mix Promega avec SYBR Green.

Primers utilisés :

e HPRT
o hHPRT 08-25: ATG GAC AGG ACT GAA CGT CTT GCT
o hHPRT 08-26: TTG AGC ACA CAG AGG GCT ACA ATG
e RPL13a
o RPL13aF650: TTA ATT CCT CAT GCG TTG CCT GCC
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o RPL13aR771: TTCCTT GCT CCCAGCTTC CTATGT
e D1

o 1d1-F355: CCC CAG AAC CGC AAG GTG AGC

o 1d1-R547: CAG GAA CGC ATG CCG CCT CG

e Smad6
o hSmad6-1769: CCT ACT CTC GGC TGT CTCCT
o hSmad6-1865: GAA TTC ACC CGG AGC AGT GA
e ALK1
o ALK1mbh748: CGA GCT GGG AGAGTCCAGT
o ALK1mbh828: CAG TCA CTG TCC AGG AGG TC

o ALK2_forward: CAA CCA AGA ACG CCT CAATC
o ALK2_backward: ATA CCT GCCTTT CCC GAC AC

o ALK3-F1608: GGA AAG CCC GCA ATT GCT CAT CG
o ALK3-R1756: CCC ACC CTG GTATTC AAG GGC AC

Criblage :

Dosage Metridia Luciférase

Jour 1: Les plaques Greiner 96 puits white flat bottoms sont coatées en gélatine 0.1% (100uL
par puit) pendant 30min a 37°C. Puis, la gélatine est aspirée, et les plaques sont rincées 2 fois
au DPBS -/-. Dans un second temps, les HMEC MetLuc sont préparées pour I’'ensemencement.
Une boite de Pétri d’HMEC MetLuc est rincée deux fois au DPBS -/- puis on y ajoute 2mL de
Trypsine Gibco. La trypsine est neutralisée avec 3mL de DMEM SVF10%. Les cellules sont
ensuite centrifugées 5min a 1000RPM et reprises dans du DMEM SVF1%. Les cellules sont
comptées au TC20 de Bio-Rad. Les cellules sont ensuite ensemencées au multidrop sous
agitation a 50 000 cellules par puits dans les plagues 96 puits Greiner white flat bottom. Les

plaques reposent d’abord 30 minutes a température ambiante pour sédimenter les cellules
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puis incubent a 37°C CO, 5% pour la nuit (permet d’éviter les mouvements de convection dans

I’étuve et de repousser les cellules sur les bords du puit)

Jour 2 : Le processus de criblage s’automatise entiérement a partir de ce jour. Les plagues sont
prises par le robot pour étre mise sur le laveur de la plateforme, capable d’aspirer 96 puits
simultanément. Le laveur effectue 2 ringages au DPBS -/- puis le robot déplace la plaque sur
le slot de dépot de milieu. Le robot ajoute alors 100uL de DMEM vierge avec la téte de 96
pointes pour dépriver les cellules. Les plaques sont remises a I'étuve pour 6h. Apres
déprivation, le robot replace les plaques sur le laveur et effectue de nouveaux 2 rincages au
DPBS -/-. Les molécules sont reprises dans du DMEM vierge en concentration 10X (10uL) et
diluée avec du BMP9 13.75pg/mL (90uL) pour donner en concentration finale BMP9
12.5pg/mL avec les molécules 1X. Le robot dispense les controles DMEM SVF10% (100uL) et
DMEM + BMP9 12.5pg/mL (100uL) ; puis le BMP9 13.75pg/mL (90uL) et les molécules 10X

(10uL) dans les puits tests. Les plaques sont remises a I’étuve pour la nuit.

Jour 3 : Le robot place les plaques sur le slot de dépot de milieu. Avec la téte 96 pointes, le
robot préléve 20 pL de surnageants de chaque puit dispensés dans une plaque a fond blanc
pour la lecture. Les plaques sont ensuite déposées dans le lecteur TECAN Infinite M1000 puis
lues en single channel. La luciférase utilise le substrat Renilla de Promega Stop’n’Glo ainsi que
son subtrat Renilla 50X. Le substrat est injecté a un volume de 90uL par puit, et le lecteur
effectue une accumulation de photons sur 10 secondes. Les cellules peuvent étre quantifiées
au WST-1 (Roche) ou PrestoBlue (ThermoFisher) pour faire une normalisation cellulaire (utilisé

pour le criblage secondaire uniquement).

pGL3 BRE Luc / TK Renilla

Jour 1 : Les plaques Greiner 96 puits white flat bottoms sont coatées en gélatine 0.1% (100puL
par puit) pendant 30min a 37°C. Puis, la gélatine est aspirée, et les plagues sont rincées 2 fois
au DPBS -/-. Dans un second temps, les HMEC sont préparées pour I'ensemencement. Une
boite de Pétri d’HMEC est rincée deux fois au DPBS -/- puis on y ajoute 2mL de Trypsine Gibco.
La trypsine est neutralisée avec 3mL de DMEM SVF10%. Les cellules sont ensuite centrifugées
5min a 1000RPM et reprises dans du DMEM SVF1%. Les cellules sont comptées au TC20 de

Bio-Rad. Les cellules sont ensuite ensemencées au multidrop sous agitation a 50 000 cellules
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par puits dans les plaques 96 puits Greiner white flat bottom. Les plaques reposent d’abord
30 minutes a température ambiante pour sédimenter les cellules puis incubent a 37°C CO, 5%
pour la nuit (permet d’éviter les mouvements de convection dans I'étuve et de repousser les

cellules sur les bords du puit).

Jour 2 : Le processus de criblage s’automatise entierement a partir de ce jour. Les plaques sont
prises par le robot pour étre mise sur le laveur de la plateforme, capable d’aspirer 96 puits
simultanément. Le laveur effectue 2 ringages au DPBS -/- puis le robot déplace la plaque sur
le slot de dépot de milieu. Le robot ajoute alors 50uL de mix de transfection avec la téte de 8
pointes pour transfecter les cellules. Ce mix contient en quantité par puit 25ng de plasmide
TK Renilla, 75ng de plasmide pGL3 BRE Luc et 0.5 uL de Lipofectamine 2000 et Opti-MEM qsp
50uL. Les plaques sont remises a I'étuve pour 6h. Apres transfection, le robot replace les
plaques sur le laveur et aspire seulement les mix de transfection. Les molécules sont reprises
dans du Opti-MEM vierge en concentration 10X (10uL) et diluée avec du BMP9 6.6pg/mL
(90pL) pour donner en concentration finale BMP9 6pg/mL avec les molécules 1X. Le robot
dispense les contrdles Opti-MEM + BMP9 1000pg/mL (100uL) et Opti-MEM + BMP9 6pg/mL
(100uL) ; puis le BMP9 6.6pg/mL (90uL) et les molécules 10X (10uL) dans les puits tests. Les
plagues sont remises a I’étuve pour la nuit. Les plagues seront congelées le lendemain puis
lues extemporanément par soucis de respecter le méme temps de stimulation pour chaque
plaque. Celui-ci place les plaques sur le laveur puis aspire les milieux de stimulation. Le robot
dépose ensuite les plaques sur le slot de dép6t pour y ajouter 20uL de tampon de lyse fourni
par Promega. Les plaques sont ensuite agitées pendant 5 minutes a 600RPM puis mises a —

80°C.

Jour 3 : Les plaques sont donc décongelées une a une puis placées dans le carrousel du robot.
Les plaques sont ensuite déposées dans le lecteur TECAN Infinite M1000 puis lues en dual
channel. Le lecteur dispense tout d’abord 90uL de substrat Firefly et effectue une acquisition
totale de photons sur 10 secondes. Puis, dispense 90uL de substrat Renilla et effectue une
acquisition totale de photons sur 5 secondes. Le signal Firefly est donc normalisé avec celui

Renilla.
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C2C12 BRE (Criblage manuel) :

Les cellules sont ensemencées la veille en DMEM/F-12 SVF 10% a 15 000 cellules par puit en
plaques 96 puits Greiner Flat Bottom White. Le lendemain, les milieux sont aspirés et rincés
au DPBS -/- 2 fois puis on ajoute du DMEM/F-12 vierge pour dépriver 6h. Le soir, le milieu de
déprivation est aspiré puis les milieux contenants les molécules d’essais sont ajoutées, et
incubées sur la nuit. Le lendemain, Les milieux sont aspirés puis on ajoute 20uL de tampon de
lyse de Promega et on agite les plagues a 600 RPM pendant 5 minutes. Les lectures sont
effectuées sur le Lecteur TECAN Spark du laboratoire, en comptant un nombre total de
photons sur 10 secondes d’acquisition en single channel, en utilisant uniquement le substrat

Firefly.
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Discussions & Perspectives

En conclusion, ces 3 années de thése m’ont fait réaliser les différents challenges
imposés par la mise en place d’un systeme de criblage nouveau, pertinent et fonctionnel, mais
aussi la concurrence en place dans ce domaine. En effet j'ai été confronté aux limites que
pouvait proposer un modele rapportant une voie de signalisation. Nous regardons en général
une voie en particulier, ici celle induite par BMP9, en cherchant a activer spécifiquement les
acteurs moléculaires impliqués dans celle-ci. Cependant la physiologie cellulaire est beaucoup
plus complexe et met en jeu tout un panel moléculaire permettant I’homéostasie de la cellule.
Cribler pour rétablir une voie de signalisation est me semble-t-il I'un des criblages les plus
complexes. En effet, la plupart des criblages se basent soit sur la mortalité cellulaire (par
exemple en cancérologie, on peut se servir de cellules mammaires MCF10A pour trouver des
molécules induisant leur mort et ainsi identifier de potentielles thérapies du cancer du sein),
soit sur des essais in vitro en cherchant des inhibiteurs d’interactions moléculaires. Ainsi un
criblage cellulaire visant a activer une voie de signalisation en particulier est un défi a relever

qui nécessite une préparation solide préalable pour anticiper les problémes possibles.

La lignée HMEC-MetLuc a été difficile a mettre en place. En effet une lignée stable est
toujours compliquée a élaborer compte tenu du facteur aléatoire de I'insertion génomique de
lentivirus. La création et I'optimisation du plasmide pLVX BRE Metridia Luciférase a pris
approximativement 4 mois, di aux difficultés d’insertion de la séquence BRE dans le pLVX
basic, ce qui nous a fait choisir la solution de mutagénése dirigée pour insérer un site Mlul
pour forcer I'insertion du BRE. Suite a cela nous avons pu tester |'efficacité du plasmide en
transfection transitoire, et celui-ci, malgré une sensibilité plus faible que le pGL3 BRE Luc que
nous utilisons en routine au laboratoire, répond correctement a BMP9 et m’a permis d’établir
la lignée HMEC-MetLuc. Nous avons donc ici un test fonctionnel répondant au BMP9 et
également au Sérum de Veau Feetal (SVF) qui contient différentes BMPs. Ainsi les réponses
obtenues comme indiqué précédemment proviennent de ALK1, ALK2 et ALK3. De plus, nous
avons constaté que la lignée génétiquement modifiée a conservé I'expression des récepteurs
ALK1, ALK2 et ALK3 de la lignée d’origine HMEC-1, bien qu’en moindre quantité, en
concomitance avec une diminution observée de la phosphorylation des Smads. Il semblerait

gue l'infection par les virions a modulé les niveaux d’expression de ces récepteurs, et peut-
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étre d’autres facteurs cellulaires. De plus, la lignée croit moins vite que celle d’origine HMEC-
1, mais ceci est probablement d{ au traitement par la puromycine 0.6ug/mL, correspondant
a une dose létale pour des HMEC-1 ne possédant pas le géne de résistance a cet antibiotique
(de la mort cellulaire est également observée pendant la culture sur les HMEC-MetLuc). Une
dose moins forte de puromycine pourrait étre utilisée pour avoir une culture cellulaire
optimale en vérifiant que l'activité Metridia Luciférase ne diminue pas avec les cycles
cellulaires. Par ailleurs, il a été difficile d’isoler un clone cellulaire pour obtenir une réelle lignée
stable, j’ai donc choisi d’utiliser un pool de cellules transfectées. Au final, le gene rapporteur
inséré dans cette lignée répond tres faiblement au BMP9 et nous a fait perdre en sensibilité.
Ainsi, nous avons développé un outil de criblage qui rapporte la voie BMP9 en utilisant une
luciférase secrétée, ce qui nous a semblé intéressant pour étudier en paralléle les voies de
signalisation intracellulaires associées (comme je I’ai montré précédemment, en prouvant
I'effet de la bacitracine en cinétique tant sur |’activité Metridia Luciférase dans les surnageants
que p-Smad 1/5 dans les lysats cellulaires). Cependant, ce modeéle génére des faux positifs
comme la bacitracine qui affecte des fonctions cellulaires autres que la voie de signalisation
étudiée, ici probablement la sécrétion. Néanmoins, cette expérience nous a permis de
proposer un role pro-sécrétoire pour la bacitracine qu’il serait intéressant de confirmer par
d’autres expériences. Compte tenu de I'effet induit par la bacitracine, et des fortes valeurs de
luminescence que donne le SVF, il serait possible que ce dernier influe également sur la
synthése protéique de la Metridia Luciférase voire de sa sécrétion. Par manque de temps, Je
n’ai pas pu effectuer de cinétique courte avec le SVF, ni d’essai avec CHX et DRB sur des HMEC-
MetLuc stimulées au SVF, mais ces tests seraient tres intéressants pour caractériser davantage

la réponse observée.

Le modéle HMEC FR Luc est bien caractérisé et est utilisé largement pour quantifier
une activité BMP9. Cependant la mise au point de ce systéme a été longue et difficile, cette
fois-ci non d’un point de vue cellulaire, mais plutot d’'un point de vue physico-chimique des
composants utilisés. En effet il faut tout d’abord que la transfection soit homogeéne dans tous
les puits afin d’étre le plus reproductible possible et d’éviter les variations inter-puits. Une
manipulation fine est possible a la main, cependant le robot travaille de maniére un peu moins
raffiné (mais certes de maniére plus reproductible), il faut alors ajuster les vitesses de pipetage

pour trouver celles qui se rapprochent le plus de ce que je fais manuellement. De plus, nous
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utilisons de la lipofectamine 2000 pour transfecter les cellules, celle-ci adsorbe sur les surfaces
en plastique, et a donc nécessité beaucoup de mise au point quant au réservoir a utiliser, les
pointes de pipetage a utiliser (graphite) ainsi que la hauteur des tétes de pipetage et la vitesse
d’aspiration/éjection du volume pour ne pas induire de phénomeénes aérosols. Ce systeme
nécessite une pratique méticuleuse des réactifs, mais est tout de méme sensible et nous a
permis d’avoir plus confiance quant a I'obtention de potentiels candidats. En effet, certaines
molécules potentialisaient I'activité luciférase Firefly, sans modifier I'activité Renilla (ce qui
constitue un Hit positif), parfois inhibaient l'activité luciférase Firefly et pas Renilla
(Constituant un inhibiteur potentiel), mais parfois activaient les deux luciférases auquel cas
nous pouvions constater un faux positif, agissant directement sur I'activité de I’'enzyme ou sa
synthése. Cependant, c’est une technique qui est plus coliteuse de par les réactifs utilisés
(Lipofectamine 2000 et plasmides rapporteurs, OptiMEM, 2 Substrats de lecture pour Firefly
et Renilla, tampon de lyse). Il faut également s’assurer au préalable de la qualité des plasmides
utilisés, travailler dans des conditions stériles au robot (les antibiotiques ne peuvent pas étre
utilisés a partir de I'étape de transfection puisqu’ils peuvent géner cette étape) et s’assurer
de la bonne transfection des plasmides pour étre le plus reproductible et éviter les variations

entre les puits.

Ce systéme nous a permis également de confirmer l'efficacité du modele HMEC-
MetLuc, en essayant d’abord la bacitracine ainsi que les molécules obtenues lors du criblage
Prestwick sur HMEC-MetLuc. Aucune des molécules identifiées sur HMEC-MetLuc n’a donné
de résultats positifs sur le modele HMEC FR Luc. Ceci est intéressant puisque nous pouvons
ainsi confirmer 'efficacité d’un candidat sur différents modeéles rapportant la voie BMP9 et
identifier de potentiels faux positifs. Le modéle HMEC FR Luc n’est cependant pas dénué de
défauts. Des contradictions subsistent, comme les activations observées par les agonistes 2
sur la luciférase et non sur I’'expression génique d’ID1. Nous n’avons pas pu expliquer I'absence
d’un effet direct sur la voie de signalisation tel que I'ont montré Ohta et al. (j’ai constaté le
méme probléme avec les prostaglandines, censées favoriser la synthese d’AMPc), hormis une
diminution de I'expression de la Smad inhibitrice Smad6, qui pourrait ainsi prolonger I'effet
de la voie BMP9 et donc produire davantage de luciférase. Auquel cas, nous pouvons nous
guestionner sur la pertinence de proposer les agonistes B2 comme activateurs de la voie. Mais

il me semble que de retirer une régulation négative endogéne nécessaire ne soit pas judicieux.
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Méme si les patients sont haplo-insuffisants et ont donc probablement une signalisation BMP9
diminuée, un maintien d’une voie de signalisation pourrait étre in fine délétére. Une autre
alternative serait de regarder la cinétique des niveaux d’expression d’ID1, pour voir si les
agonistes 32 sont capables d’augmenter les niveaux protéiques d’ID1 ou encore de prolonger
I’effet de BMP9 sur son expression génique. La régulation de la voie pourrait au final se faire
a travers l'internalisation des récepteurs. Des tests phénotypiques peuvent également étre
réalisés sur des cellules endothéliales pulmonaires de patients que le laboratoire posséde par
la collaboration avec I’'Unité Inserm 0999 de Marc Humbert, afin d’investiguer si ces molécules

ont un effet bénéfique vis-a-vis des pathologies HHT et HTAP.

Les contradictions obtenues quant a I'activité luciférase potentialisée et I'expression
d’ID1 non affectée sont difficiles a comprendre et posent un probléme de fiabilité du modele.
En effet, les différents succes de criblage notamment le tacrolimus ou encore BUR1, affectent
la phopshorylation des Smads 1/5 et sont en concordance avec Iactivité luciférase observée.
Il est de méme avec l'iloprost, qui est capable d’activer I'expression d’ID1 seul et méme de
potentialiser celle induite par BMP9. Les modeles utilisés n’étaient d’ailleurs pas
particulierement représentatifs de la pathologie (C2C12 : myoblastes murins ; hESC dérivés en
cellules endothéliales codant une luciférase, nécessitant d’ailleurs une caractérisation afin de
constater la présence de marqueurs endothéliaux). Ces modéles ont cependant permis le
repositionnement de molécules (notamment C2C12BRA) actuellement en essai clinique pour

améliorer les conditions de vie de patients (Ex. : Tacrolimus).

Le crible manuel sur le modele C2C12BRA des 39 hits positifs de la chimiotheque
Prestwick sur le modele HMEC FR Luc nous a également donné des résultats surprenants. En
effet, aucune des molécules positives sorties en fin de crible sur HMEC-1 (Alprostadil et
Dinoprost) ne sont sorties positives sur C2C12 (Si ce n’est un effet inhibiteur de I'Alprostadil).
Cependant nous avons identifié 2 molécules qui fonctionnent sans BMP9 et potentialisent
également la réponse BMP9, sans pour autant reproduire le méme effet sur le modele HMEC
FR Luc, ni en expression génique ID1/Smad6 sur des HUVEC. Il faudrait alors discriminer quel
modeéle est le mieux adapté au repositionnement moléculaire et se questionner sur les raisons
de telles variations (cellules myoblastiques murines contre cellules endothéliales humaines).
Ou encore de la construction qui permettrait de rapporter |’activité BMP9 (les constructions

BRE viennent toutes deux d’une partie du promoteur d’ID1). Il est a noter que les C2C12
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n’expriment pas ALK1, récepteur de plus haute affinité pour BMP9. Par ailleurs, comme HHT
est une pathologie présentant une haplo-insuffisance en ALK1, il est plus pertinent de
travailler sur un modeéle qui le posséde, a savoir des cellules endothéliales. Méme s’il est vrai
gue les candidats actuels repositionnés sont issus d’un criblage C2C12 (avec caractérisation
secondaire sur des cellules endothéliales pour confirmer les résultats). Cependant nous
n’avons pas réussi a établir un modéle endothélial permettant de découvrir des candidats
ayant les caractéristiques attendues et que l'on retrouve dans la littérature pour des
molécules validées. Par ailleurs, le modele C2C12 est une lignée stable issue d’un clone, et
permet ainsi d’avoir une bonne reproductibilité inter-puits et qui a fait ses preuves dans la
littérature actuelle. Elle est également plus simple d’utilisation, et de ce fait moins colteuse

en réactifs pour le crible.

Ainsi les modeles proposent des résultats différents entrainant des problématiques
différentes. Les données contradictoires que nous avons observées au sein d’un méme
modeéle et entre différents modeéles cellulaires sont aujourd’hui sans réponse, et nous
essayons encore actuellement de comprendre leurs mécanismes d’actions potentiels sur des
voies de signalisation croisant probablement avec la voie BMP9 (comme par exemple des
agonistes B2, qui ont été identifiés avec le promoteur endogene ID1 mais montrant une
efficacité tant sur la luciférase que sur I’expression du gene méme). Ainsi je pense que ces
candidats ne sont pas a éliminer, et gu’ils pourraient encore trouver leur place parmi la
pharmacopée potentielle pour traiter HHT et HTAP. En effet, I’Albutérol (ventoline) serait tres
bien adapté de par son mode d’administration non invasif directement par voie inhalée
buccale. Il est cependant vrai que ce dernier peut induire une tachycardie, qui est délétéere au
patient, mais un agoniste ou un mode d’administration adapté pourrait peut-étre palier cet
effet. Des analyses supplémentaires pourraient également étre effectuées sur des modeles
cellulaires autres, comme les cellules de patients présentant des mutations ACVLRI1 ou

BMPR2.

Ainsi, développer un outil de criblage, conduisant a lidentification d’un candidat
potentiel puis a sa caractérisation n’est pas chose facile. Il était en effet judicieux de proposer
un nouveau modele de nature endothéliale du point de vue des problématiques proposées
pour HHT et HTAP (également établi pour I'identification de BUR1). Cependant c’est un travail

difficile qui nécessite d’anticiper au préalable tous les troubles possibles afin de savoir
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précisément si une molécule est un réel candidat ou non. Notre premiere expérience sur
HMEC-MetLuc nous a fait prendre conscience des erreurs faites et des caractérisations a
mettre en place afin de s’assurer si une molécule est un faux positif du crible ou non. Ceci nous
a permis de développer et mettre au point I'outil HMEC FR Luc avec plus de rapidité et
d’expertise. Les essais que nous avons également réalisés sur le modeéle C2C12 nous ont
permis de voir les limites entre les différents modeles que nous avons pu employer pour les
criblages. Ainsi il est difficile de trancher de maniéere précise quant au choix du modéle, méme
si le modele C2C12 a déja fait ses preuves, d’autres équipes de recherche dont la nétre
s’attelent a développer des modeéles endothéliaux pertinents pour cribler des molécules dans

ces pathologies.

Néanmoins, d’autres modeles de cribles phénotypiques peuvent étre développés en
se basant sur des données physiologiques, et ceci semblerait plus propice a I'investigation de
nouveaux traitements. En effet, Otten C. et al. (2018) ont effectué un criblage phénotypique
concernant les malformations caverneuses cérébrales. Trois modeles sont mis a I'étude
possédant chacun des mutations impliquées dans la pathologie, et présentant un phénotype
distinct provoqué par celles-ci. On observe alors une mort précoce chez C. elegans, un
« ballooning heart » chez Danio rerio (poisson zébre), et une malformation caverneuse
apparente sur le cervelet de la souris. lls utilisent également un modele de cellules HUVEC
transfectées avec des siRNA induisant ces mutations permettant d’observer un phénotype
« allongé » des cellules par rapport a une condition contréle, également établi précédemment
sur des HMVECd par Gibson et al. en 2015 (Gibson, 2015). En faisant ainsi, cela leur a permis
d’identifier 5 molécules ayant un effet restauration de fonction sur les modeles C. elegans
(survie), Zebrafish (perte de I'hypertrophie cardiaque) et HUVEC (cellules a morphotype
normal). Cependant, leur premier candidat fut au final I'Indirubin-3-monoxime qui avait un
effet positif uniquement sur le poisson zebre et HUVEC, mais avec un réel sauvetage des
malformations cérébelleuses sur la souris. Ceci leur a permis par la suite d’identifier la voie
de signalisation affectée (puisque la molécule est issue d’une banque médicamenteuse
connue : LOPAC — Selleck Chem) et d’investiguer son action moléculaire. Ceci constitue pour
moi un outil précieux, puisque la molécule étudiée a un effet sur plusieurs modeles

phénotypiques, un réel potentiel sauveteur sur des modeles représentatifs de la pathologie.
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Il est, je pense, plus judicieux d’effectuer une analyse dite en entonnoir : analyser les variables

phénotypiques, puis réduire finement jusqu’a la cellule, et enfin la voie de signalisation.

L’étude de ces voies de signalisations peut étre complexe et impacter sur d’autres voies
pouvant croiser avec celle que nous souhaitons moduler. Il existe pour cela aujourd’hui des
outils informatiques permettant de simuler et de se projeter dans différentes voies de

signalisations avant de se plonger dans les expériences manuelles.

En effet les criblages peuvent a présent s’informatiser entierement. Des entreprises
comme Prestwick ou encore MedChemExpress propose aujourd’hui des méthodes de
criblages virtuels permettant d’identifier des leads potentiels en s’abstenant du
développement d’un modele cellulaire ou enzymatique. Ainsi ces essais se basent soit sur un
crible virtuel basé sur la structure des molécules (SBVS), soit sur un crible virtuel basé sur les
ligands (LBVS) principalement quand la structure 3D de la molécule n’est pas connue. En effet,
le SBVS utilise le traitement des informations structurelles 3D de la protéine étudiée, en
regroupant les données informatiques et expérimentales publiées afin de trouver un candidat
pouvant se lier au site ciblé. Les données sont ensuite classées selon I'affinité de liaison
prédictive a la molécule d’intérét. Ceci est notamment utilisé pour les interactions protéines-
protéines (pour trouver un inhibiteur par exemple) mais peut étre extrapolé pour trouver un
ligand dans un site de liaison spécifique d’un récepteur. Le LBVS quant a lui se base sur des
molécules dont la structure 3D n’est pas nécessairement connue mais dont les fonctions
biologiques sont identifiées, permettant de trouver de potentiels partenaires moléculaires

(comme des similarités de fonctions et sous-structure).

Une fois le crible effectué, les data sont récupérées pour analyser les candidats
potentiels et peuvent étre essayées sur les modéles représentatifs (comme des cellules
endothéliales de patients par exemple dans notre cas) afin d’affiner les recherches quant aux
voies de signalisations employées. Ceci peut représenter un gain de temps précieux et une

économie considérable.

Avant méme d’analyser les voies de signalisations intracellulaires impliquées in vivo,
d’autres outils informatiques peuvent renseigner sur les partenaires cellulaires et les
différentes voies modulées par les candidats identifiés. Ainsi on peut utiliser des outils comme

HitPickV2, qui permettent d’afficher tous les partenaires moléculaires d’un candidat identifié.
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Pour chague molécule d’intérét reinsengée dans le logiciel (par exemple I'alprostadil) celui-ci
donne les cibles connues, classées selon la probabilité et la force d’interaction et d’affinité
(dans le cas de I'alprostadil, on constate principalement des récepteurs de prostaglandines
comme PTGER1, PTGER2, PTGIR, etc..). Une fois ces partenaires connus, il est possible
d’utiliser STRING tool, un logiciel regroupant les voies de signalisations entre elles. Ainsi, je
peux renseigner tous les acteurs moléculaires de différentes voies (par ex. : les molécules
impliquées dans la voie BMP9 et les molécules impliquées dans la voie de I'alprostadil) et le
logiciel identifie les croisements signalétiques possibles en analysant les banques de données
publiées (Figure 46). Nous avons pu identifier des liens entre Smad4 et CREBBP-EP300, et
Smad1-CREBBP et la littérature associée (J.N Topper et al., 1998), pouvant donner une
nouvelle piste d’étude pour comprendre la voie de signalisation BMP9 et trouver de nouvelles
molécules pouvant moduler celle-ci. Ceci constitue un outil considérable dans les
caractérisations de ces voies, afin de discriminer de maniéere plus rapide et précise quels sont
les acteurs intracellulaires susceptibles d’influer sur la réponse luciférase observée lors du
crible, pour enfin poursuivre avec les analyses in vivo dans les modeéles cellulaires ou animaux

afin de confirmer les modélisations virtuelles.
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Annexes

e Article « Selective BMP-9 Inhibition Partially Protects Against Experimental
Pulmonary Hypertension » publié en Mars 2019 auquel j’ai contribué (doi:
10.1161/CIRCRESAHA.118.313356).

e Revue « Present and future treatments for Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia »
soumise a publication a Orphanet Journal or Rare Diseases, dont je suis premier
auteur.
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Molecular Medicine

Selective BMP-9 Inhibition Partially Protects Against
Experimental Pulmonary Hypertension

Ly Tu, Agnes Desroches-Castan, Christine Mallet, Laurent Guyon, Amélie Cumont,
Carole Phan, Florian Robert, Raphaél Thuillet, Jennifer Bordenave, Ayumi Sekine, Alice Huertas,
Olli Ritvos, Laurent Savale, Jean-Jacques Feige, Marc Humbert, Sabine Bailly,* Christophe Guignabert*

Rationale: Although many familial cases of pulmonary arterial hypertension exhibit an autosomal dominant mode
of inheritance with the majority having mutations in essential constituents of the BMP (bone morphogenetic
protein) signaling, the specific contribution of the long-term loss of signal transduction triggered by the BMPR2
(type 2 BMP receptor) remains poorly characterized.

Objective: To investigate the role of BMP9, the main ligand of ALK1 (Activin receptor-like kinase 1)/BMPR2
heterocomplexes, in pulmonary hypertension.

Method and Results: The absence of BMP9 in Bmp9~'- mice and its inhibition in C57BL/6 mice using neutralizing
anti-BMPY antibodies substantially prevent against chronic hypoxia-induced pulmonary hypertension judged by
right ventricular systolic pressure measurement, right ventricular hypertrophy, and pulmonary distal arterial
muscularization. In agreement with these observations, we found that the BMP9/BMP10 ligand trap ALK1,_ .
administered in monocrotaline or Sugen/hypoxia (SuHx) rats substantially attenuate proliferation of pulmonary
vascular cells, inflammatory cell infiltration, and regresses established pulmonary hypertension in rats. Our data
obtained in human pulmonary endothelial cells derived from controls and pulmonary arterial hypertension patients
indicate that BMP9 can affect the balance between endothelin-1, apelin, and adrenomedullin. We reproduced
these in vitro observations in mice chronically exposed to hypoxia, with Bmp9~'~ mice exhibiting lower mRNA
levels of the vasoconstrictor peptide ET-1 (endothelin-1) and higher levels of the 2 potent vasodilator factors apelin
and ADM (adrenomedullin) compared with Bmp9+* littermates.

Conclusions: Taken together, our data indicate that the loss of BMPY, by deletion or inhibition, has beneficial
effects against pulmonary hypertension onset and progression. (Circ Res. 2019;124:846-855. DOI: 10.1161/
CIRCRESAHA.118.313356.)

Key Words: animal model = endothelial cells m growth differentiation factor 2 m pulmonary artery
® vascular remodeling

Pulmonary endothelial dysfunction associated to pulmonary
arterial hypertension (PAH) is a key pathogenetic mech-
anism that could be detrimental for disease susceptibility and
development of pulmonary vascular remodeling.' Despite re-
cent progress in the treatment of PAH,* most patients still die
from the disease or fail to respond adequately to medical ther-

mutations in the Bone Morphogenetic Protein Receptor type 2
(BMPR2) gene have been identified as critical genetic factors
predisposing to pulmonary vascular remodeling and PAH de-
velopment with low penetrance.®® Still, the specific contribu-
tion of the long-term loss of signal transduction triggered by
this signaling pathway remains poorly characterized.

apy with a 5-year survival of 59%.° Current treatments can re-
lieve some PAH symptoms and slow the progress of the disease
in some patients, but they have a limited impact on the pro-
gressive pulmonary vascular remodeling that eventually culmi-
nates in right heart failure. Since 2000, heterozygous germline

Editorial, see p 822
Meet the First Author, see p 818

Among BMPs, BMP9 and BMP10 are 2 high-affinity li-
gands for ALK (Activin receptor-like kinase 1) and BMPR?2
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Loss of BMP-9 and Pulmonary Hypertension 847

What Is Known?

Autosomal dominant mutations in the BMPR2 (type 2 BMP receptor),
ACVLR1 (ALK1), GDF2 (BMP9), and in the BMP10 genes predispose to
heritable pulmonary arterial hypertension.

BMP9 and BMP10 are 2 high affinity ligands for ALK1 (activin receptor-
like kinase 1) and BMPRII present in a heterotetrameric complex on
pulmonary endothelial cells.

Perturbation in the BMP9/BMP10 signaling pathway have emerged as
essential in endothelial (dys)function and vascular remodeling.

What New Information Does This Article Contribute?

Using 3 different approaches of suppressing BMP9 action in rodents,
we provide evidence that the selective loss or inhibition of BMP9 does
not predispose, but partially prevent or protect against experimental
pulmonary hypertension.

Novelty and Significance

e We show that BMP9 regulates the endothelial synthesis/release of
potent vasoreactive factors in vitro and in vivo, namely endothelin-1,
apelin, and adrenomedullin.

These findings offer new insight into the complexity of endothelial
BMP9 signaling and may have important implications for human
pulmonary arterial hypertension. Our data support the notion that
blockade of BMP9 signaling can protect the pulmonary endothe-
lium and attenuate the structural and functional remodeling of
the lung vasculature. Further studies are needed to better un-
derstand the differences between experimental models and the
human predisposition to pulmonary arterial hypertension identi-
fied in subjects carrying BMP9 germline mutations. The apparent
ambivalent role of the BMP9/BMP10 signaling pathway should
stimulate work to better understand this feature and the under-
lying mechanisms.

Nonstandard Abbreviations and Acronyms
ADM adrenomedullin

ALK1 activin receptor-like kinase 1

BMPR2 bone morphogenetic protein receptor type 2
EC endothelial cell

ET-1 endothelin-1

MCT monocrotaline

mPAP mean pulmonary arterial pressure
PAs pulmonary arteries

PAH pulmonary arterial hypertension
PCNA proliferating cell nuclear antigen

RV right ventricle

ROCK Rho/Rho-associated protein kinase
SuHx sugen/hypoxia

TPVR total pulmonary vascular resistance

present in a heterotetrameric complex on pulmonary endothe-
lial cells (ECs),’ and thereby are key actors of vascular devel-
opment and homeostasis.'” Perturbation in the BMP9/BMP10
signaling pathway has emerged as essential in endothelial (dys)
function and vascular remodeling, in particular in PAH, and he-
reditary hemorrhagic telangiectasia."'> In line with this notion,
several works have highlighted a potential role for this pathway
in the regulation of vascular tone” and in the modulation of
ET-1 (endothelin-1) '*'* and apelin, 2 potent vasoreactive medi-
ators for the pulmonary vasculature.'®!” Even if Bmp9-KO mice
are viable and present no obvious defects, these mice exhibit an
altered lymphatic maturation that leads to drainage deficiency.'®
Although new biomedical therapeutics targeting BMPs or the
BMP signaling pathway hold promise in future treatment strat-
egies for PAH and other life-threatening diseases, our current
understanding of the molecular signaling pathways activated by
BMPs and their exact pathogenic roles remains limited."!

Therefore, we hypothesized that long-term loss of en-
dothelial BMP9 signaling in rodents could alter pulmonary
vascular tone and remodeling, thereby reducing their suscep-
tibility to pulmonary hypertension.

Methods

The authors declare that all supporting data are available within the
article and its Online Data Supplement.

Because of space limitations, a detailed description of the
Materials and Methods is presented in the Online Data Supplement.

Results

Mice Deficient in BMP9 (Bmp9~"-) are Less
Susceptible to Chronic Hypoxia-Induced
Pulmonary Hypertension

To gain information about the role of BMP9 in the susceptibil-
ity of mice to develop pulmonary hypertension (PH), we used
mice congenitally deficient in the expression of the BMP9
gene (Gdf2). The loss of active circulating BMP9 levels in
Bmp9~- mice was confirmed using a BMP responsive lucifer-
ase reporter assay (Figure 1A). Consistent with these findings,
a 2-fold decrease in phosphorylated (p)-Smad1/5/8 and p-P38
were found in lungs of Bmp9~~ versus Bmp9** littermates and
no compensatory upregulation of other BMP family members
was present in these mice deficient in BMP9 (Online Figure
I). Bmp9~~ mice in the C57BL/6 background are viable and
present no obvious defects except a defect in lymphatic mat-
uration.'”"® Our present findings indicate that Bmp9~- mice
are less susceptible to pulmonary vascular remodeling than
Bmp9++ littermates when exposed to chronic hypoxia. Indeed,
the elevations in right ventricular systolic pressure (Figure 1B)
and right ventricular hypertrophy right ventricle (RV/left
ventricle+septum weight ratio) (Figure 1C) following chronic
hypoxia were lower in the Bmp9~~ than the Bmp9+* mice.
No significant differences were observed in heart rate or sys-
temic pressures between Bmp9~'- and Bmp9+* mice (heart rate:
320434 versus 324 +44 bpm, respectively, NS; systemic blood
pressure: 11020 versus 105%18, n=10, respectively, NS).
Similar findings have also been observed with intravenous ad-
ministration of the active monocrotaline metabolite (monocro-
taline pyrrole) to Bmp9~"~ and Bmp9** mice (Online Figure II).
Following chronic hypoxia, the less pronounced right ventric-
ular systolic pressure elevation in the Bmp9-'- was also associ-
ated with a decreased number and thickness of muscularized
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Figure 1. Susceptibility of mice deficient in BMP9 (bone morphogenetic protein; Bmp9-'-) to the development of chronic hypoxia-induced pulmonary
hypertension (PH). A, Analyses of the luciferase reporter activity under the control of the BMP response element (BRE)-containing promoter in the sera of
Bmp9++ and Bmp9 knockout mice (Bmp9--; n=5-6). The relative firefly luciferase activity was normalized to renilla luciferase activity. B, Right ventricular
systolic pressures (RVSP) and (C) right ventricular hypertrophy expressed by the Fulton index in Bmp9-- and Bmp9+* mice (n=7-13). D, Representative
images of hematoxylin and eosin (H&E), a-SMA (alpha-smooth muscle actin) staining, and quantification of the percentage of muscularized distal pulmonary
arteries (intraalveolar vessels <200 pm) and of wall thickness in lungs from Bmp9-'- and Bmp9+* mice (n=3-6). E, Representative images of PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) and F4/80 immunostaining, and quantification of the percentage of PCNA and F4/80 positive cells (arrow heads) per vessels
in lungs from Bmp9-'- and Bmp9+* mice. Scale bars: 50 um. Data are presented as mean+SEM (n=4-5). Comparisons were made using 1-way ANOVA with
Tukey post hoc tests. “P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs Bmp9*"* mice under normoxia; #P<0.05, ##P<0.01, vs Bmp9** mice under chronic
hypoxia. AU indicates arbitrary unit; LV, left ventricle; RV, right ventricle; and S, septum.

distal pulmonary arteries versus Bmp9** mice (Figure 1D).
Consistent with these observations, we did not observe a sig-
nificant increase in the number of PCNA* (proliferating cell
nuclear antigen positive) cells or an accumulation of F4/80*
cells (monocytes/macrophages) in the perivascular area of
muscularized vessels in Bmp9~- mice under normoxic versus
hypoxic conditions in contrast to Bmp9** mice (Figure 1E).

Administration of Neutralizing Anti-BMP9
Antibodies in Mice Prevents Chronic Hypoxia-
Induced Pulmonary Hypertension

To further demonstrate the role of BMP9 in the susceptibil-
ity of mice to develop PH, we study the effect of suppress-
ing BMP9 action in adult C57BL/6 mice (wild type) with

neutralizing anti-BMP9 antibodies (kindly obtained from
Dr M. Yan). Weekly administration of neutralizing anti-
BMP9 antibodies (5 mg/kg, IP) after hypoxia exposure com-
pletely inhibited BMP circulating ALK1-dependent activity
(Figure 2A). Consistent with our hypothesis and our findings
obtained in Bmp9 deficient mice, we found that C57BL/6
mice chronically exposed to hypoxia and treated with neutral-
izing anti-BMP9 antibodies were less susceptible to the devel-
opment of chronic hypoxia—induced PH than C57BL/6 mice
treated with IgG. The severity of the disease was assessed by
right ventricular systolic pressure measurement (Figure 2B),
by right ventricular hypertrophy (Figure 2C), and by pulmo-
nary distal arterial muscularization (Figure 2D). We also noted
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Figure 2. Efficacy of chronic treatment with the neutralizing anti-BMP9 (bone morphogenetic protein 9) antibodies in the mouse model of hypoxia-

induced pulmonary hypertension. A, Analyses of the luciferase reporter activity under the control of the BMP response element (BRE)-containing promoter in
the sera of C57BL/6 mice treated with either the neutralizing anti-BMP9 or IgG antibodies (n=6-7). The relative firefly luciferase activity was normalized to renilla
luciferase activity. B, Right ventricular systolic pressures (RVSP) and (C) right ventricular hypertrophy expressed by the Fulton index in C57BL/6 mice treated
with either the neutralizing anti-BMP9 or IgG antibodies (n=5-7). D, Representative images of hematoxylin and eosin (H&E), «-SMA (alpha-smooth muscle

actin) staining and quantification of the percentage of muscularized distal pulmonary arteries (intraalveolar vessels <200 pm) and of wall thickness in lungs from
C57BL/6 mice treated with either the neutralizing anti-BMP9 or IgG antibodies (n=4-5). E, Representative images of PCNA (proliferating cell nuclear antigen) and
F4/80 immunostaining, and quantification of the percentage of PCNA and F4/80 positive cells (arrow heads) per vessels in lungs from C57BL/6 mice treated with
either the neutralizing anti-BMP9 or IgG antibodies. Scale bars: 50 um. Data are presented as mean+SEM (3-5). Comparisons were made using 1-way ANOVA
with Tukey post hoc tests. **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs C57BL/6 mice treated with IgG antibodies under normoxia; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs

C57BL/6 mice treated with IgG antibodies under chronic hypoxia. AU indicates arbitrary unit; LV, left ventricle; RV, right ventricle; and S, septum.

that cell proliferation and the degree of inflammatory cell in-
filtration were significantly decreased in lungs from C57BL/6
mice chronically exposed to hypoxia and treated with neu-
tralizing anti-BMP9 antibodies when compared with lungs
of C57BL/6 mice chronically exposed to hypoxia and treated
with IgG (Figure 2E).

Efficacy of Treatment With the Soluble
Extracellular ALK1 Domain (ALK1 (,D) on the
Progression of Established PH in 2 éomplementary
and Well-Established Models of Severe PH in Rats
Next, these results prompted us to test the efficacy of the sol-
uble extracellular ALK1 domain (ALK1_ ), a ligand trap tar-
geting ALK 1’s ligands thus both BMP9 and BMP10," on the

development of monocrotaline (MCT)-induced PH in Wistar
rats. Treatment with ALK1_ . (4 mg/kg, IP) was started 1
week after a subcutaneous MCT injection and was repeated
1 week later (3 mg/kg, IP; Figure 3A). We first validated
that the weekly ALK1_ ., administration completely inhib-
ited BMP circulating ALK 1-dependent activity (Figure 3B).
On day 21, in MCT-injected rats treated with human IgG, a
marked increase in mean pulmonary arterial pressure, total
pulmonary vascular resistance, RV/(left ventricle+septum) ra-
tio (Figure 3C), percentage medial wall thickness, and num-
bers of muscularized distal pulmonary arteries (Figure 3D)
were found compared with controls. However, MCT-injected

rats receiving ALK1,_ =~ exhibited reduced mean pulmonary
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Figure 3. Efficacy of chronic treatment with the BMP9/BMP10 (bone morphogenetic protein) ligand trap targeting ALK1’s ligands in the rat model
of monocrotaline-induced pulmonary hypertension. A, Experimental design. B, Analyses of the luciferase reporter activity under the control of the BMP
response element (BRE)-containing promoter in the sera of control+IgG and monocrotaline (MCT)-injected rats receiving either ALK1_ or IgG (n=4-6). The
relative firefly luciferase activity was normalized to renilla luciferase activity. C, Mean pulmonary arterial pressures (mPAP), total pulmonary vascular resistance
(TPVR), and right ventricular hypertrophy expressed by the Fulton index in control+IgG and MCT-injected rats receiving either ALK1_ or IgG (n=8-11). D,
Representative images of hematoxylin and eosin (H&E), a-SMA (alpha-smooth muscle actin) staining, and quantification of the percentage of muscularized
distal pulmonary arteries (intraalveolar vessels <200 um) and of wall thickness in lungs from control+IgG and MCT-injected rats receiving either ALK1__ or
IgG (n=5-7). E, Representative images of PCNA (proliferating cell nuclear antigen) and CD68 immunostainings, and quantification of the percentage of PCNA
and CD68 positive cells (arrow heads) per vessel in lungs from control+IgG and MCT-injected rats receiving either ALK1__ or IgG. Scale bars: 50 um. Data
are presented as mean+SEM (n=6). Comparisons were made using 1-way ANOVA with Tukey post hoc tests. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001

vs control rats treated with IgG antibodies; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001, ####P<0.0001 vs MCT rats treated with IgG antibodies. ALK1 indicates activin
receptor-like kinase 1; AU, arbitrary unit; ECD, extracellular domain; LV, left ventricle; RV, right ventricle; and S, septum.

arterial pressure, total pulmonary vascular resistance, and RV/ receiving ALK, as compared to lungs of control rats re-
(left ventricle+septum) ratio as compared with MCT-injected ceiving IgG (Figure 3E).

rats receiving IgG (Figure 3C). Consistent with these results, To validate our findings obtained in the MCT rat model,
the percentages of medial wall thickness and of muscular- weekly treatments of Sugen-hypoxia (SuHx) rats with
ized distal pulmonary arteries were substantially decreased ALKl or IgG were next performed (Figure 4). Treatment
in MCT-injected rats receiving ALK1_ .~ when compared withALK1 . (4 mg/kg, IP) was started 5 weeks post-SU5416
with MCT-injected rats receiving IgG (Figure 3D). In addi- injection and was repeated 1 and 2 weeks later (3 mg/kg, IP;
tion, we found a substantial decrease in collagen deposition in Figure 4A). We first validated that the weekly ALK1, . ad-
the RV myocardium of MCT-injected rats receiving ALK ministration completely inhibited BMP circulating ALKI-
when compared with MCT-injected rats receiving IgG, an ob- dependent activity (Figure 4B). Eight weeks post-SU5416
servation that is consistent with the more preserved cardiac injection, SuHx rats develop severe experimental PH, as re-
function observed in this ALK1_, -treated rats (Online Figure flected by a marked increase in values of mean pulmonary
IITA-B). Interestingly, no significant differences were found in arterial pressure total pulmonary vascular resistance, and
the number of PCNA+ and CD68+ (monocyte/macrophages) Fulton index (Figure 4C). Although only a trend towards
cells in pulmonary vessel walls in lungs of MCT-injected rats lower mean pulmonary arterial pressure values was found,
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Figure 4. Efficacy of chronic treatment with the BMP9/BMP10 (bone morphogenetic protein 9/10) ligand trap ALK1ECD in the Sugen-hypoxia (SuHx)
rat model of severe pulmonary hypertension. A, Experimental design. B, Analyses of the luciferase reporter activity under the control of the BMP response

element (BRE)-containing promoter in the sera of Control+immunoglobulin G (IgG) and SuHx rats receiving either ALK1

or IgG (n=4-7). The relative firefly

ECD

luciferase activity was normalized to renilla luciferase activity. C, Mean pulmonary arterial pressures (mPAP), total pulmonary vascular resistance (TPVR), and
right ventricular hypertrophy expressed by the Fulton index in control+IgG and SuHx rats receiving either ALK1__ or IgG (n=4-7). D, Representative images
of hematoxylin and eosin (H&E), «-SMA (alpha-smooth muscle actin) staining, and quantification of the percentage of muscularized distal pulmonary arteries
(intraalveolar vessels <200 um) and of wall thickness in lungs from Control+IgG and SuHx rats receiving either ALK1__ or IgG (n=4-6). E, Representative
images of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and CD68 immunostainings, and quantification of the percentage of PCNA and CD68 positive cells (arrow
heads) per vessel in lungs from Control+IgG and SuHx rats receiving either ALK1__ or IgG (n=3-7). Scale bars: 50 um. Data are presented as mean+SEM.
Comparisons were made using 1-way ANOVA with Tukey post hoc tests. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, ****P<0.0001 vs Control rats treated with IgG
antibodies; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001, ####P<0.0001 vs MCT rats treated with IgG antibodies. ALK1, activin receptor-like kinase 1; AU, arbitrary unit;
ECD, extracellular domain; LV, left ventricle; RV, right ventricle; and S, septum.

SuHx rats treated with ALK1_ . exhibit less severe PH when
compared with SuHx rat-treated with IgG, as reflected by sig-
nificantly lower values of total pulmonary vascular resistance
and Fulton index (Figure 4C). Consistent with these findings
and those obtained in the MCT rat model, we also noted a
beneficial effect of ALKI1_ treatments on the pulmonary ar-
terial muscularization (Figure 4D), numbers of PCNA+ and
CD68+ cells per vessel (Figure 4E), as well as on RV function
and collagen deposition in the RV myocardium (Online Figure
ITIC-D) when compared with SuHx rat-treated with IgG.

BMP9 Regulates In Vitro and In Vivo the Balance of
Key Vascular Tone Regulators

BMPO has been described as a potential vasoconstriction factor
in the chick chorioallantoic membrane assay" and as a BMP

ligand that can down-regulate the expression of the vasodilator
factor apelin'®'” and increase the vasoconstrictor peptide ET-
1."*15 An in silico reanalysis of the microarray data (accession
number E-MTAB-2495) obtained from Long et al*® in which,
human pulmonary ECs were stimulated with 1 ng/mL of re-
combinant BMP9 for 4 hours, revealed 2 key pathways that are
susceptible to regulate vascular contraction, namely the cGMP-
PKG signaling pathway” and the “Vascular smooth muscle con-
traction pathway. Based on these sets of genes and their known
effectors, we set-up a list of genes that allowed us to identify
23 genes that were significantly regulated by BMP9 (Online
Figure IV), including apelin and ADM (adrenomedullin), 2 po-
tent vasodilator factors. We thus investigated whether recombi-
nant human BMP9 could alter the balance between pulmonary
endothelium-derived relaxing factors and contracting factors in
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vitro using freshly isolated pulmonary ECs established from
lung tissue obtained from control and PAH patients (both idi-
opathic and BMPR2 mutation carriers). Interestingly, we found
that recombinant human BMP9 induced a dose-dependent pro-
duction of ET-1, and a dose-dependent decrease in the produc-
tion of apelin and ADM in control pulmonary ECs (Figure SA).
A similar profile was observed in pulmonary ECs derived from

PAH patients except for ADM level that was already signifi-
cantly reduced at the basal level in comparison to control cells
(Figure 5A). Based on these in vitro findings, we then assessed
the levels of the synthesis of potent vasoreactive factors in
lungs of Bmp9~'~ and Bmp9** mice under normoxic and hy-
poxic conditions. Consistent with our findings showing that
Bmp9~- mice are less susceptible to chronic hypoxia-induced

A Endothelin-1 Apelin Adrenomedullin
55 08 * *k dededed
g ok *k g 8
i 15 i 06 g
L 2 ks 2
3 3 3
4 ['4 4
€ € €
2 05 2 02 2
s s s
3 3 3
© 00 % 00 @ o
0 01 1 10 0 01 1 10ng/mL 0 01 1 10 0 01 1 10ng/mL 0 01 1 10 0 01 1 10ng/mL
Control PAH Control PAH Control PAH
pulmonary ECs pulmonary ECs pulmonary ECs pulmonary ECs pulmonary ECs pulmonary ECs
B i Adrenomedullin
Endothelin-1 Apelin 4
= 7 20 =z 4 s
Q Q * Q
3 | 3
>3 S 15 e 3
H g 2
2 2 # 2 3 Bmp9 +/+
S 3 10 g 2
& & ——— & B Bmp9-/-
3 € €
2 £ 05 2
2 s 2
3 3 3
(4 4 (4
0.0
Normoxia Hypoxia Normoxia Hypoxia Normoxia Hypoxia
C Normoxia Hypoxia D Normoxia Hypoxia
Bmp9+/+ Bmp9-I- Bmp9+/+ Bmp9-I/- Bmp9 +/+ Bmp9 -- Bmp9 +/+ Bmp9 --

Pp———— ] iy |
Mo T DR
mMLC L L ®
DAPI : g #H
GAPDH =
e — —— —— = |
37 kDa — — — §$
m— b o — — 5 1
8 - 2
% 2 @ 5
£ 6 MLC 20
| # SM22 L Eo
I DAPI § =
(=" Fkk
o g 0
6 — Normoxia Hypoxia
(6]
-
2 JRU———
Normoxia Hypoxia
E [ Control +gG F [ Control +19G
Control + IgG MCT +IgG MCT +ALK1gcp
il X i 2 Ml MCT + oG Control +1gG SuHx +1gG SuHx + ALK1gcp Bl SuHx +1gG
[ MCT +AlK1eco Bl SuHx+ ALK1gcp
MLC o 40 MLC L L @ 6 fiz:d
DAPI e #EEE DAPI i e
8= 354
=) e
o i S
22 ag
25" . =5
MLC 2w MLC ] 2% 2
cg‘rx,w;l 2 ém a-SMA £ é :
c DAPI c
& &
Q o
= 0 = 0.

Figure 5. Effects of BMP9 (bone morphogenetic protein 9) on the expression of endothelin-1 (ET-1), apelin, and adrenomedullin (ADM). Gene
expression analysis of ET-1, apelin and ADM (A) in freshly isolated pulmonary endothelial cells derived from lung tissue obtained from control (n=5) and
pulmonary arterial hypertension (PAH) patients (n=7) exposed to increasing doses of recombinant human (rh) BMP9 and (B) in lungs of Bmp9~- and Bmp9+*
mice under normoxic and hypoxic conditions (n=7-11). C, Representative Western blots and quantification of the myosin light chain (MLC)/GAPDH ratio in
lungs of Bmp9~- and Bmp9** mice under normoxic and hypoxic conditions (n=5-11). D-F, Confocal immunofluorescence analyses of MLC, SM22 or «-SMA
(alpha-smooth muscle actin), and 4’,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI) in lungs from (D) Bmp9~- and Bmp9+* mice under normoxic and
hypoxic conditions (n=5) and from (E) MCT (monocrotaline) injected rats receiving either ALK1__, or IgG (n=5) and from (F) SuHx rats receiving either ALK1__
or IgG (n=4). Scale bars: 50 um. Data are presented as mean+SEM. Comparisons were made using 1-way ANOVA with Tukey post hoc tests. *P<0.05,
**P<0.01, **P<0.001, ****P<0.0001 vs cells exposed to 0 ng/mL of rhBMP9 or Bmp9+* mice under normoxia; #P<0.05, ##P<0.01, ####P<0.0001 vs Bmp9*"*
mice under chronic hypoxia. ALK1 indicator activin receptor-like kinase 1; AU, arbitrary unit; ECD, extracellular domain; and L, lumen.
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PH, we found a decreased ET-1 mRNA level and an increased
apelin and ADM mRNA levels in Bmp9~~ mice chronically
exposed to hypoxia compared with Bmp9** mice chronically
exposed to hypoxia (Figure 5B). Since these mediators can reg-
ulate the function and the thickness of the underlying smooth
muscle cells and because myosin light chain is a major regu-
latory molecule for smooth muscle contraction, we next stud-
ied its expression in lungs of Bmp9~'~ mice under normoxic and
hypoxic conditions. Interestingly, we found that myosin light
chain protein expression is decreased in lungs of Bmp9~"~ mice
chronically exposed to hypoxia compared with Bmp9** mice
chronically exposed to hypoxia (Figure 5C and 5D), a phenom-
enon that was associated with decreased activity of the ROCK
(Rho/Rho-associated protein kinase) signaling pathway (Online
Figure V). Consistent with these findings obtained in lungs of
Bmp9~- mice, a substantial decrease in myosin light chain pro-
tein expression was found in lungs of MCT- and SuHx rats
receiving ALK1_ .- when compared with lungs of MCT- and
SuHx rats receiving IgG (Figure SE and 5F).

Discussion
Our study identifies BMP9, also known as GDF2 (growth and
differentiation factor 2), as a major factor for controlling func-
tions of pulmonary vascular cells (Figure 6). Using 3 different

Loss of BMP-9 and Pulmonary Hypertension 853

approaches of suppressing BMP9 action in rodents (Bmp9~"-
mice, administration of neutralizing anti-BMP9 antibodies or
of ALKIECD ligand trap for BMP9 and BMP10 in rats) in dif-
ferent complementary and well-established animal models of
PH, we demonstrate that the selective loss of BMP9 partially
protects against experimental pulmonary hypertension.

These results seem at first glance counter-intuitive, as it
would have been expected that less ligands for the BMPR2
receptor should mimic the loss of BMPR?2 signaling found in
PAH patients. In accordance with this hypothesis, it was re-
cently proposed to enhance this pathway by exogenous BMP9
in PAH.” Even if there are some arguments that support this
notion,*'* our functional data indicate the opposite and fur-
ther illustrate that BMP signaling is complex and involves
many ligands and many receptor combinations that could
explain these unexpected results, especially in the context of
PAH. Indeed, it has been found that BMPR2 mutations could
alter BMP signaling in a BMP ligand- or receptor-specific
manner.”>* During the writing of this article, it was published
that BMP9 could be a sensitive biomarker that segregates
portopulmonary hypertension from other forms of PAH.*
Together, these results clearly support that BMP9 signaling
pathway is involved in PAH development but also that the mo-
lecular mechanisms involved in PAH are complex.
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Figure 6. Schematic diagram summarizing our findings. ADM indicates adrenomedullin; ALK1, activin receptor-like kinase 1; BMPR2, bone
morphogenetic protein receptor type 2; ECD, extracellular domain; ET-1, endothelin-1; and MLC, myosin light-chain.
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BMP9 is mainly produced by the liver and circulates in
blood under a biologically active form and has been proposed
to act as a vascular quiescence factor.”® Several works also
support a potential role for this pathway in the regulation of
vascular tone. Indeed, it was shown by our group and others
that BMP9 induces the expression of ET-1, a strong vasocon-
strictor,'*" and decreases the expression of apelin, a potent
vasodilator for the pulmonary vasculature.'®!” We also previ-
ously showed that addition of BMP9 induced vasoconstriction
in the chicken chorionallantoic membrane." So, one hypothe-
sis that could explain why the loss of BMPO protects from PH
development is that BMP9 could act as a potent modulator
of vasoconstriction in the pulmonary circulation. This hypo-
thesis is consistent with the dilation phenotype observed in
Alkl + or Eng + mice*?° or Alkl mutants, vbg, in zebrafish.’!
This hypothesis is further supported by the fact that we found
that Bmp9~"- pups presented a partial reopening of the duc-
tus arteriosus just after birth that could because of a defect in
vasoconstriction.* Interestingly, patent ductus arteriosus is a
serious congenital heart disease that can lead to irreversible
pulmonary hypertension.” We confirm here the downregula-
tion of apelin and show, for the first time, the downregulation
of adrenomedullin by BMP9, 2 known critical actors that can
impair pulmonary endothelial function.***

We also confirm here that BMP9 induces a dose-depen-
dent ET-1 expression in human pulmonary ECs and regulate
its lung production in rodents. However, although BMP9
and other BMPs have been shown to induce ET-1,"*"> unex-
pectedly BMPR2 downregulation is also associated with an
increase in ET-1 expression,>* supporting the notion that
BMP9 stimulated ET-1 production by pulmonary ECs is not
sufficient alone to lead to PH development and strengthening
the evidence for the importance of BMP receptor balance in
the control of vascular tone.

The role of BMP9 has recently been studied in a broncho-
pulmonary dysplasia model induced by chronic exposure to hy-
peroxia in neonatal rats. Consistent with our present findings,
BMP9 treatment has been found to improve aberrant alveolar
development and reduced lung inflammation and fibrosis but
did not improve aberrant vascularization (arterial medial wall
thickness and muscularization) and right ventricular hypertro-
phy.*” In line with this notion, BMP9 and BMP10 can synergize
with TNF-a (tumor necrosis factor a) to induce the upregula-
tion of endothelial selectins and adhesion molecules and the
secretion of various key proinflammatory mediators,** and
are, therefore, likely to contribute to the proinflammatory sig-
nature of the dysfunctional endothelium in PAH.*

In the present study, we provide definitive evidence that
the selective BMP9 loss or inhibition partially prevent and
protects against experimental pulmonary hypertension. In ad-
dition, this study offers important physiopathological insights
into the role of BMP9 in the synthesis of potent vasoreactive
factors by the pulmonary endothelium in vitro and in vivo,
namely ET-1, apelin, and adrenomedullin and may have im-
portant implications for human PAH.
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Abstract

L Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia (HHT), also known as Rendu-Osler syndrome, is a genetic
i vascular disorder affecting 1 in 5000-8000 individuals worldwide. This rare disease is characterized by
4 various vascular defects including epistaxis, blood vessel dilations (telangiectasia) and arteriovenous
5 malformations (AVM) in several organs. 90% of the cases are associated with heterozygous mutations
6 of ACVRLI or ENG genes, that respectively encode a bone morphogenetic protein receptor (activin
i receptor-like kinase 1, ALK 1) and a co-receptor named endoglin. Less frequent mutations found in the
2 remaining 10% of patients also affect the gene SMAD+ which is part of the transcriptional complex

10 directly activated by this pathway. Presently, the therapeutic treatments for HHT are intended to reduce

il the symptoms of the disease. However, recent progress has been made using drugs that target VEGF

- (vascular endothelial growth factor) and the angiogenic pathway with the use of bevacizumab (anti-

ﬁ VEGEF antibody). Furthermore, several exciting high-throughput screenings and preclinical studies have

15 identified new molecular targets directly related to the signaling pathways affected in the disease. These

16 include FKBP12, PI3-kinase and angiopoietin-2. This review aims at reporting these recent

17 developments that should soon allow a better care of HHT patients.

18

19

>0 Keywords

21 hereditary hemorrhagic telangiectasia; vascular malformations; bone morphogenetic protein signaling;

;g drug repositioning; bevacizumab; tacrolimus; ALK 1; high throughput screening

24

»s Background

26 Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia (HHT), also known as Rendu-Osler syndrome, is a genetic

Zd vascular disorder affecting 1 in 5000-8000 individuals worldwide, with regional differences and higher

gg prevalence areas associated with founder effects (1-4). This rare disease is characterized by various

30 vascular defects including epistaxis, blood vessel dilations (telangiectasia) and arteriovenous

a1 malformations (AVM) in several organs. 90% of the cases are associated with heterozygous mutations

gé of ACVRLI or ENG genes, that respectively encode a bone morphogenetic protein receptor (activin

receptor-like kinase 1, ALK1) and a co-receptor named endoglin. Less frequent mutations found in the

;g remaining 10% of patients also affect genes that encode components of the BMP9/ALKI1 signaling
36 pathway. Presently, the therapeutic treatments for HHT are intended to reduce the symptoms of the
37 disease. However, recent progress has been made using drugs that target VEGF (vascular endothelial
38 growth factor) and the angiogenic pathway. A phase II study using intravenous bevacizumab for HHT
Z’g patients complicated by severe liver involvement and cardiac impairment, highlighted the efficacy of
41 this treatment, not only on the liver lesions, as shown by a decrease in the cardiac hyperflow secondary
42 to liver vessel malformations, but also a significant improvement in nosebleeds, which considerably
43 improved the quality of life of the patients. Furthermore, several exciting preclinical studies have
3‘51 identified new molecular targets directly related to the signaling pathways affected in the disease. This
16 review aims at reporting these recent developments that should soon allow a better care of HHT patients.
47

48 Main Text

49

22 Clinical presentation of HHT

52

53 HHT is characterized by recurrent nosebleeds, usually starting in childhood, anemia, telangiectasia on
2; the fingertips, the lips and along the gastrointestinal (GI) tract, and arteriovenous malformations (AVM)
56 in the lungs, liver and the brain. These clinical features delineate the Curagao criteria that are commonly
57 used to establish the clinical diagnosis of HHT (5). Epistaxis is the most frequent clinical manifestation
58 of HHT, affecting more than 95% of patients (6). It is repeated, irregular, linked to seasonal variations,
59 suggesting some viral or allergic trigger, and can provoke anemia. It is also socially disruptive.
2(1) Pulmonary AVMs are observed in 15-45% of patients but remain frequently undiagnosed and
62

63

64

65
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asymptomatic. However, they may cause ischemic stroke, transient ischemic attack, cerebral abscesses,
and asymptomatic cerebral infarction related to the right-left shunt responsible for paradoxical emboli,
and in some severe cases, hypoxemia, hemoptysis, hemothorax (6, 7). Hepatic AVMS are observed in
more than 70% of patients depending on the screening technique used but only 8% of patients will
develop symptomatic liver disease (8). Intrahepatic shunts may cause high output cardiac failure, and
more rarely biliary ischemia or portal hypertension. Gastrointestinal telangiectasias are quite frequent
(70% of patients) and may lead to hemorrhages and anemia (9). Cerebral AVMs are less frequent (10-
23% of HHT patients) but their consequences may be fatal.

Genetic and mechanistic presentation of HHT

HHT is an autosomal dominant genetic disease that commonly results from monoallelic mutations in
either ENG (HHT1, OMIM #187300) or ACVRLI (HHT2, OMIM #600376) genes (10, 11). ACVRLI
encodes the BMP (Bone Morphogenetic Protein) receptor ALK (activin receptor-like kinase 1) whose
expression is grossly restricted to the vascular and lymphatic endothelia (12, 13). Endoglin (encoded by
ENG) is also an endothelial-specific receptor for BMPs which is devoid of intracellular kinase activity
and acts as a co-receptor in complex with ALK1 (14, 15). Mutations of either one of these two genes are
observed in 90% of the genetically screened patients, with a different balance between countries as close
as France and the Netherlands that may result from funder effects or from differences between the two
health systems in the clinical recruitment of patients (16, 17). In addition, mutations in SMAD4 (encoding
the transcription factor Smad4) have been described in a subset of HHT patients which present a juvenile
polyposis/HHT overlap syndrome (HHT4, OMIM #175050) but the frequency of these mutations does
not exceed 2 % of the HHT patient population (18, 19, 17). More recently, mutations in the GDF?2 gene
(encoding BMP9) have been described in a vascular anomaly syndrome with phenotypic overlap with
HHT (HHTS, OMIM #615506), but the contribution of GD/2 mutations to HHT is estimated to be much
less than 1% (20, 21).

It is exciting to observe that the products of these 4 mutated genes all belong to the same signaling
pathway (Figure 1). Homodimeric BMP9 and BMP10, as well as the recently characterized BMP9-
BMP10 heterodimer, are high-affinity ligands of a receptor complex comprising ALK 1, Endoglin and a
BMP type II receptor (BMPRII or ACTRIIA or ACTRIIB) (22-24). Under activation by BMP9/10, this
receptor complex phosphorylates the transcription factors Smadl, Smad5 or Smad9. Dimers of
phospho-Smad1, phospho-Smad5 or phospho-Smad9 associate in a trimeric complex with Smad4 and
translocate into the endothelial cell nucleus where they bind to BMP-responsive elements on the
promoters of target genes and either enhance or repress their expression (25, 26). HHT is thus now
considered as a disease of the BMP9/10 pathway rather than a disease of the TGF3 pathway, as initially
thought (27).

More than 350 distinct pathogenic mutations of ACVRLI and 400 pathogenic mutations of ENG have
been reported in humans. They are registered in the ARUP database (http://arup.utah.edu/database/hht/).
Mutations have been observed in all exons of both genes as well as in some intronic regions. Pathogenic
mutations in the 5’-UTR (5’-untranslated region) of the ENG gene have also been reported (28).
Missense mutations and genetic deletions are the most common types of mutations observed in both
ACVRLI and ENG. Functional analysis of a series of 19 ACVRLI mutations in HHT2, distributed in
regions coding the extracellular domain, the GS box (glycine/serine-rich box) or the serine/threonine
kinase domain of the receptor, revealed that all mutants were expressed at the cell surface of transfected
cells but were unable to activate Smadl/5 phosphorylation and BMP-responsive reporter gene
expression (29). In addition, none of these mutants was able to act a dominant-negative repressor of
wild-type receptor activity, indicating that HHT2 mutations in ACVRLI trigger functional
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haploinsufficiency of BMP9 signaling (29). In contrast, NG mutations in HHT1 induce protein loss-
of-function through distinct mechanisms (30). Some endoglin mutants are unable to reach the plasma
membrane during their biosynthesis and remain retained intracellularly. When retained in the
endoplasmic reticulum, some mutants can dimerize with wild-type endoglin and impair its cell surface
expression, acting as dominant-negative receptors, while other mutants cannot. Some mutants get
normally expressed at the cell surface but are inactive such as mutants S278P and F282V that are unable
to bind BMPO (30). There is thus a greater diversity of functional consequences of NG mutations than
of ACVRL I mutations.

Mutations in SMAD4 are detected in 1 to 2% suspected HHT clinical cases and are also frequently
observed in the syndrome of juvenile polyposis (JP) and the mixed syndrome of HHT/JP (19, 31, 32).
Therefore, any HHT patient with SMAD+ mutation is at risk of early onset gastrointestinal cancer
developing on a background of intestinal polyps. The nearly 100 SMAD+ mutations identified in JP
patients are distributed throughout the gene and include nonsense, missense, frameshift, splice site
mutations as well as partial or entire gene deletions, consistent with the inheritance of a loss-of-function
allele (31, 32). In the combined JP/HHT syndrome, although initial reports suggested that mutations
were clustered in the C-terminal MH2 (Mad-homology 2) domain, this tendency was not confirmed by
subsequent studies which reported that mutations in other parts of the SMAD4 gene also caused JP/HHT
(18, 19, 31).

In 2013, the team of Pinar Bayrak-Toydemir identified GDF2 gene mutations (encoding BMP9) in 3
unrelated HHT patients who had previously been tested negative for ACVRLI, ENG or SMAD4
mutations (20). These observations remained isolated and it is now admitted that these mutations are
extremely rare in HHT. In contrast, recent studies have reported a number of PAH (Pulmonary Arterial
Hypertension) cases associated with BMP9 and more rarely BMP10 mutations (33-35). Whereas BMPR?2
mutations are the most frequent cause of heritable forms of PAH, BMP9 mutations were observed in
6.7% of the patients in the Chinese study (35) and 1.2% of the patients in the French study (33). It is
extremely surprising that germinal mutations of components of the same pathway (BMPO9-
10/ALK1/ENG/BMPR2/SMAD1-5-9/SMADA4) trigger two distinct genetic diseases, HHT and PAH,
affecting distinct vascular beds. Figure 1 presents the different mutations observed in HHT and PAH,
that all affect components of the BMP9/BMP10 signaling pathway.

As the clinical penetrance of the disease is highly variable, even within members of the same family
bearing the same mutation, and since the vascular defects preferentially concern certain vascular beds
(liver, lungs, brains) and develop in localized regions of the affected organs, it has long been postulated
that a second local hit might be required to initiate the pathological process. On animal models of HHT,
Paul Oh has elegantly shown that a local injury (e.g. burn wounding of a mouse ear) triggers an abnormal
revascularization (with dilated and tortuous vessels resembling HHT arteriovenous malformations) in
Alkl-deficient mice (36). Increased tissue perfusion provoked by a local VEGF (vascular endothelial
growth factor) surge has also been reported to trigger capillary dysplasia in the brain of A/k/
heterozygous mice (37). Even more interestingly, Doug Marchuk’s team has recently identified low-
frequency somatic mutations in 9/19 human telangiectasias analyzed by deep sequencing and has
confirmed on 7 samples that the germline and somatic mutations exist in trans configuration, resulting
in a biallelic loss of either the NG or the ACVRLI gene (38). This would suggest that the second hit
could be a genetic somatic mutation.

In adults, BMP9 and BMP10 are mainly produced by the liver and the right cardiac atria, respectively.
They are present in the blood circulation under both homodimeric and heterodimeric forms (39, 24). All
forms bind a hetero-tetrameric complex of type I (ALK1) and type II (BMPRII or Activin RIIA)
receptors present at the surface of endothelial cells and induce either stimulation or repression of target
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gene expression in a phospho-Smad-dependent manner, as indicated above (25). ALK activation can
also induce non-Smad signaling such as activation of mitogen-activated protein kinases (MAP-kinases)
including p38, ERK and JNK. ALK can also cross-talk with the VEGF, angiopoietin 2, Notch and
Hippo pathways (25). The main biological output of BMP9/10 signaling is the induction of vascular
quiescence (40, 41). Vascular endothelial cells are under constant influence of pro- and anti-angiogenic
factors and the dysregulation of this balance triggers active angiogenesis or vascular quiescence. As
shown in Figure 2, BMP9 effects on endothelial cells appear to be mediated by a combination of diverse
mechanisms. On one hand, BMP9 activates the endothelial cell expression of VEGFRI1, a high-affinity
non-signaling receptor that serves as a decoy receptor and down-regulates the pro-angiogenic action of
VEGF through its signaling receptor VEGFR2 (42, 43). In parallel, BMP9 represses the endothelial
expression of ANGPT2 (angiopoietin-2), another pro-angiogenic growth factor that acts via the tyrosine
kinase receptor Tie2 (44, 45). On the other hand, BMP9 down-regulates both expression and
phosphorylation of PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), leading in turn to increased PTEN
activity and decreased activity of PI3K (phosphatidylinositol-4,5 bisphosphate 3-kinase) and Akt, two
key components of the VEGF and ANGPT?2 signaling pathways (46-49).

Present treatments for HHT:
Most treatments are symptomatic and not pathophysiological.

Epistaxis:

There is no current surgical or medical treatment that makes it possible to cure the nosebleeds
definitively. The repetition of these treatments is often the source of significant iatrogenic conditions,
including the perforation of the nasal septum, resulting in a worsening of the nosebleeds. No study has
shown efficacy with a “high level of proof” for any medical or surgical treatment.

Treatment by estrogens and progestrogens has been tested with some success, but the treatment is
somewhat problematic in men and the indication for these drugs in menopausal women over 50 is
debatable with recent observations showing their adverse carcinogenic and cardiovascular effects.
Tranexamic acid, an anti-fibrinolytic drug, has been used in the treatment of HHT-related epistaxis (50-
52) and is prescribed in European countries but its efficacy remains moderate (53).

Telangiectasia:
The use of a long-pulsed Nd:YAG laser is efficient and safe for the treatment of cutaneous and labial
telangiectases in patients with HHT (54).

Pulmonary arteriovenous malformations (PAVM):

Transcatheter vaso-occlusion of PAVMs using detachable steel coils has become the mainstay of
treatment. It has been found to be effective and to have a good safety profile (55-60). Less frequently,
detachable balloons or Amplatzer occluders can be used to treat PAVMs with a very large feeding artery.
Treatment of PAVMs is particularly indicated when the feeding vessel of the PAVM is > 3 mm in
diameter (55).

Cerebral and spinal AVM:

Even if CAVMs are frequent in asymptomatic HHT patients, series have suggested that the risk of
intracranial brain hemorrhage in HHT patients was lower than in sporadic CAVM patients (61).
Screening and treatment of CAVMs in asymptomatic patients is matter of some debate. Complicated
cerebral or spinal AVMs must be treated. Various therapies for spinal and cerebral AVMs have been
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proposed, including surgical resection, stereotactic radiosurgery, embolization or a combination of these
treatments. Regardless of the method chosen, the treatment of cerebral arteriovenous malformations
must be carried out in a center that has experience with neurovascular diseases. Treatment of
asymptomatic cerebral AVMs is more controversial.

Gastrointestinal AVM:

Patients with gastrointestinal hemorrhage or severe anemia unexplained by the epistaxis are explored by
endoscopic screening. Medical treatments have not shown any benefit. Treatment of iron deficiency and
anemia includes iron replacement and blood transfusions if necessary. Currently, local endoscopic
therapy, using argon plasma coagulation or ND-YAG laser is recommended to prevent relapse of GI
bleeding (62, 63).

Hepatic AVM:

Most patients with hepatic involvement in HHT are asymptomatic and do not justify any treatment. The
intensive treatment approach is recommended for symptomatic liver shunts and depends on the type of
complication. High output cardiac failure is first treated medically using diuretics and beta blockers, plus
correction of the anemia and arrhythmia (atrial fibrillation). Portal hypertension should be treated as is
recommended for cirrhotic patients. Biliary necrosis has a poor prognosis and is treated with antibiotics.
Orthotopic liver transplantation (OLT) should be considered only in patients failing to respond to
intensive treatment. OLT has been proposed as the only definitive curative option for hepatic
arteriovenous malformations in HHT in cases of biliary necrosis and cardiac failure (64, 65). However,
the optimal timing for liver transplantation is still under discussion as the mortality and morbidity rates
following transplant remain a limiting factor.

Anti-angiogenic therapies :

More recently, a physiopathological approach has been proposed using anti-angiogenic treatments (66).
Indeed, in 2006 and 2008, 2 case-reports have presented the use of bevacizumab treatment, with
spectacular improvements in patients with HHT complicated by severe liver involvement and cardiac
impairment (67, 68).

Bevacizumab is a recombinant humanized monoclonal antibody that selectively binds to and neutralizes
the biologic activity of human vascular endothelial growth factor (VEGF). Bevacizumab inhibits the
binding of VEGEF to its receptors, Flt-1 and KDR, on the surface of endothelial cells.

This first phase II study using intravenous bevacizumab for HHT patients complicated by severe liver
involvement and cardiac impairment, highlighted the efficacy of this treatment, not only on the liver
lesions, as shown by a decrease in the cardiac hyperflow secondary to the liver vessel malformations,
but also a significant improvement in nosebleeds, which considerably improved the quality of life of the
patients (69). No severe adverse events related to bevacizumab have been observed.

Since then, many case reports showing dramatic improvement of HHT bleedings (epistaxis and digestive
bleedings) after bevacizumab treatment have been published (67, 70-76) and this treatment is now
considered in HHT patients with refractory GI bleeding (77). The first randomized phase III clinical trial
to study bevacizumab efficiency and safety is ongoing (NCT 03227263).

Other anti-angiogenic drugs are currently tested in HHT:
Among tyrosine kinase inhibitors are some anti-angiogenic molecules which are available orally and
could therefore overcome the difficulties encountered with bevacizumab.
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Tyrosine kinase inhibitors (e.g. Nintedanib and Pazopanib) are small molecules that target the
intracellular kinase domain of the VEGF receptor. The tyrosine kinase inhibitor Nintedanib targets
growth factor receptors involved in angiogenesis. Most importantly, it inhibits the platelet-derived
growth factor receptor, fibroblast growth factor receptor and vascular endothelial growth factor receptor.
The potential therapeutic effects of four anti-angiogenic tyrosine-kinase inhibitors in the development
of adult-onset AVMs in a murine model of HHT was evaluated (78). They concluded that Sorafenib and
a Pazopanib analogue (GW771806) significantly improved hemoglobin level and gastro-intestinal
bleeding whereas they were not effective in preventing wound-induced skin AVMs.

Nintedanib has been used in one HHT patient following the diagnosis of Interstitial Pulmonary Fibrosis
(79) with encouraging results. His Epistaxis Severity Score significantly decreased.

Pazopanib, another tyrosine kinase inhibitor, has been tested at a dose of 50 mg/day in HHT by Faughnan
et al. (80) and showed promising results in treatment of HHT-related bleeding (NCT02204371).
Unfortunately, this industrial study was stopped but two other studies are planned in North America
using this drug (NCT03850730 and NCT03850964).

In France, we are implementing a multicenter, randomized, drug versus placebo study to evaluate
efficacy of nintedanib treatment per os on epistaxis duration in HHT patients with moderate to severe
epistaxis (NCT03954782).

Thalidomide:

Thalidomide and lenalidomide, have well-known anti-angiogenic effects which are dose-dependent (81).
Thalidomide treatment induced vessel maturation in an experimental model of HHT and decreased
epistaxis in 6 HHT patients (82). Reduced bleeding has been observed in HHT patients who received
thalidomide as an antiangiogenic cancer therapy (83, 84). In case reports and a few small studies in HHT,
thalidomide consistently decreased severity and frequency of epistaxis and improved hemoglobin blood
concentrations, thereby decreasing the need for transfusion (85-88). However, placebo-controlled
studies are definitely needed to confirm efficacy and safety of thalidomide and lenalidomide in HHT.
Furthermore, the use of thalidomide is limited by safety data. Indeed, thalidomide doses >100 mg per
day can cause peripheral neuropathy, deep vein thrombosis, somnolence and constipation. Lenalidomide
inhibits VEGF production and has an improved safety profile, as compared to thalidomide. The most
common side effects of lenalidomide are anemia, constipation and drowsiness (81).

Future and alternative treatments for HHT:

Although current treatments succeed pretty well at reducing recurrent epistaxis, there is still a need for
« magic bullets » allowing to revert telangiectasias and AVMs into a normal vasculature and to definitely
cure the disease. Now that the genetic studies have pointed to a precise signaling pathway, one can
envision to develop targeted therapies or to find existing drugs that would target the
BMPY/ALK1/ENG/SMAD pathway. Since the disease occurs in heterozygous patients and results from
haploinsuffficiency, a rather simplistic strategy would consist in reactivating this pathway in endothelial
cells in order to recover the signaling level of homozygous cells. In other terms, if a drug could double
the rate of Smad 1/5 phosphorylation by wild type ALK, then the endothelial cells of HHT patients
bearing 50% of wild type ALK receptors should behave as normal biallelic cells and the disease might
reverse.

Based on this reasoning, a number of teams have attempted to screen libraries of FDA (Food and Drug
Administration)- or EMA (European Medicines Agency)-approved drugs that could potentiate the
BMP?9 signaling response. This drug repositioning approach is particularly interesting for rare diseases
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as the economical equation does not allow the development of expensive large-scale clinical assays for
the validation of brand-new drugs. In that case, as the safety issues have already been treated, the drugs
validated on cellular assays in the research laboratory can then be very rapidly translated into clinical
assays.

Finding the best readout to screen molecules potentiating the BMP9 pathway is a complex task since the
signaling pathway is quite direct, with BMP9 receptors phosphorylating the Smadl/5 transcription
factors that will, in turn, translocate to the nucleus and trigger the transcriptional response. In order to
detect drugs that can act on most numerous steps, the best method appears to measure the transcriptional
activation of a BMP9-responsive gene. For the sake of easiness and efficacy, the most commonly used
reporter gene encodes firefly luciferase driven by an artificial promoter comprising tandem repeats of
the BMP-response element of the Id1 (Inhibitor of differentiation-1) gene promoter (89).

Zilberberg et al. have generated a C2C12 myoblastic cell line stably expressing this construct
(C2C12BRA) which provides a highly sensitive assay to measure BMP activities (90). This cell line has
been used by two groups to reposition FDA-approved drugs for PAH and HHT. Spiekerkoetter et al.
and Ruiz ef al. respectively screened 3756 FDA-approved drugs (NIH-CC, LOPAC, Biomol ICCB
KnownBioactives, Microsource spectrum, Biomol FDA-approved drug libraries) and 700 FDA-
approved drugs (NIH Clinical, NCCS) on C2C12BRA cells (91, 92). The group of Spiekerkoetter
screened for agents able to stimulate luciferase expression and activity in the absence or the presence of
low concentrations of exogenous ligand (250pM BMP4 = EC20). The best three hits were
immunosuppressant agents: FK506 (tacrolimus), ascomycin and rapamycin (Sirolimus). The group of
Ruiz performed a similar screen in C2C12BRA cells in the presence of BMP9 (0.5 ng/ml = ECso).
Interestingly, the most potent activating drug that they found was again tacrolimus. Together, these two
high-throughput screens clearly identified tacrolimus as a potent activator of the BMP9-ALK 1-BMPR2-
Smad1/5/9 signaling cascade. How tacrolimus activates this pathway is still not completely understood.
Tacrolimus (FK506) can bind to FKBP12 (FK-506-binding protein-12), a protein known to interact with
the TGF-B family type I receptors on their glycine-serine-rich phosphorylation domains and to repress
the receptors’ kinase activity in the absence of their ligands. Tacrolimus was shown indeed to displace
FKBP12 from ALK1, ALK2 as well as ALK3 and to stimulate their kinase activity, explaining how it
potentiates both the BMP9 response (through ALK1) and the BMP4 response (through ALK3) (91).
Alternatively, tacrolimus was also reported to stimulate Endoglin and ALK-1 expression by endothelial
cells (93). Tacrolimus has been tested in several mouse and rat models for both PAH and HHT.
Tacrolimus reduced pulmonary arterial hypertension induced by chronic hypoxia in mice with
conditional deletion of Bmpr2 in endothelial cells and similarly reversed monocrotaline-induced PAH
in rats (91). In parallel, tacrolimus also decreased the number of retinal arteriovenous malformations
induced by BMP9/10-immunodepletion in mice (HHT model) (92). These preclinical works support that
tacrolimus repurposing has therapeutic potential in PAH and HHT. Sirolimus (rapamycin) and
tacrolimus also inhibit mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) which is downstream of PI3K and
Akt and this could be another mechanism by which these drugs target this pathway.

Another ongoing approach uses phenotypic screening of siRNA-silenced endothelial cells. The company
Recursion Pharmaceuticals is currently using ALK 1-silenced endothelial cells in order to identify drugs
that reverse the ALK1 siRNA-induced phenotype (94). They have already validated this strategy of
repurposing drugs for the treatment of cerebral cavernous malformations (95).

Clinical assays with Tacrolimus and Sirolimus:

A case report previously described that when Sirolimus was given following liver transplantation to a
patient with HHT who had multiple arteriovenous malformations, it was noted that internal and external
telangiectasia, epistaxis, and anemia disappeared, suggesting that the mechanism of action of sirolimus
involved partial correction of endoglin and ALK haploinsufficiency (96). Interestingly, it was already
observed that, in HHT patients with hepatic AVMs and high-output cardiac failure that undergo a liver
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transplantation and receive immunosuppressive treatments with tacrolimus or sirolimus, their epistaxes
improved dramatically (65) and their mucosal bleedings stopped. Their hemoglobin levels normalized
and cutaneous and gastrointestinal telangiectases disappeared.

All these observations prompted us to set up a recent clinical trial to evaluate nasal topical administration
of tacrolimus in HHT patients. This phase II multicenter, randomized study (NCT03152019) was carried
out in double blind in order to evaluate the efficacy of this nasal ointment. This ointment is administered
for 6 weeks to patients with HHT complicated by nosebleeds and the final readout is the duration of
nosebleeds 6 weeks after the end of the treatment. Results are encouraging but not yet published.
Interestingly, a case report of a patient suffering from both HHT and PAH was recently published that
showed that treatment with oral low-dose tacrolimus improved his HHT-associated epistaxis but did not
attenuate PAH progression (97).

More recently, sirolimus (rapamycin), which also binds FK-binding protein-12 (FKBP12), was reported
to be efficient and safe for the treatment of blue rubber bleb nevus syndrome, a rare multifocal venous
malformation syndrome involving predominantly the skin and gastrointestinal tract (98), as well as for
other venous and lymphaticovenous malformations (99).

Conclusions:

Since the discovery of the ENG and ACVRLI gene mutations responsible for HHT, some 25 years ago
(10, 11), significant progress has been made in the comprehension of the biological mechanisms of this
pathology. It took about ten more years to identify the high-affinity ligands of the ALK1/Endoglin
receptor complex, namely BMP9 and BMP10 (22) and this has paved the way for a better understanding
of the multiple biological effects physiologically mediated by these receptors. It is now commonly
admitted that these two BMPs trigger microvascular endothelial cell quiescence (40, 100, 101, 27, 102,
103, 41) and that alterations of the BMP9/BMP10/ALK 1/Endoglin/Smad1-5-4 pathway in mice causes
vascular remodeling and AVM formation (104-107, 46, 108, 109, 48, 45).

These fundamental discoveries have not yet completely translated into clinical applications. Whereas
HHT was essentially treated symptomatically or through hepatic transplantations for the more severe
cases (6, 65), it is only in 2012 that the first efficient mechanism-driven treatment was shown to be
effective. Although its precise mechanism of action still remains to be understood in the context of HHT,
Bevacizumab, a humanized anti-VEGF antibody demonstrated remarkable efficacy in the treatment of
epistaxis and cardiac failures of HHT patients (69). Similarly, the orally available multi-tyrosine kinase
inhibitors that target VEGR2 (e.g. Pazopanib) represent an alternative treatment that targets the same
pathway. It is hypothesized that neutralization of VEGF re-equilibrates the balance between pro- and
anti-angiogenic factors that is altered by the inactivation of the pro-quiescence BMP9 pathway (Figure
3). Anti-ANGPT2 antibodies and inhibitors of PI3 Kinase (Figure 3) have also proven efficacy in
preclinical models such as A/k/-KO, Smad4-KO mice, or mice treated with neutralizing anti-
BMP9/BMP10 antibodies and are interesting candidates for clinical trials in HHT patients (46, 47, 45).
It is puzzling that no etiological treatment targeting the mutated components of this signaling pathway
has reached the market so far. This review points out that several screenings of FDA- and EMA-drugs
are ongoing and have identified encouraging candidate drugs such as Tacrolimus and Sirolimus (92, 97)
(Figure 3). It is thus reasonably predictable that mechanism-driven drugs will soon prove efficacy for
the treatment of HHT patients and enter clinical assays.

List of abbreviations:

HHT: hereditary hemorrhagic telangiectasia, GI tract: gastro-intestinal tract; AVM: arteriovenous
malformation; BMPx: bone morphogenetic protein X; ACVRLI gene: activin receptor-like kinase 1
gene; ENG gene: endoglin gene; ALKx: activin receptor-like kinase X; BMPRII: bone morphogenetic
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protein receptor I, ACTRIIA/B: activin receptor type IIA/B; 5’-UTR: 5’-untranslated region; GS box:
glycine- and serine-rich box; JP: juvenile polyposis; MH2: Mad-homology 2; GDF?2 gene: growth and
differentiation factor 2/bone morphogenetic protein 9 gene; PAH: pulmonary arterial hypertension;
VEGF: vascular endothelial growth factor; VEGFRI1/2: vascular endothelial growth factor 1/2;
ANGPT2: angiopoietin 2; PTEN: phosphatase and tensin homolog, PI3K: phosphatidylinositol-4,5
bisphosphate 3-kinase; Akt: AKT serine/threonine protein-kinase; PAVM: pulmonary arteriovenous
malformation; CAVM: cerebral arteriovenous malformation; OLT: orthotopic liver transplantation;
FDA: food and drug administration; EMA: European medicines Agency, FKBP12: FK-506-binding
protein-12; mTOR: mammalian target of rapamycin;
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Legends to the Figures

Figure 1: Mutated genes in HHT and hPAH encode members of the BMP9/BMP10
signaling pathway.

The central cartoon depicts the BMP9/BMP10 signaling pathway in endothelial cells, from
receptor binding at the cell surface to transcriptional effects in the nucleus. Subsequent steps
implying phosphorylation of the type 1 receptor ALK 1, phosphorylation of Smad 1/5/9 and
translocation of the Smad complex to the nucleus are indicated by arrows. The right and left
parts of the Figure list the names of the genes that are mutated in HHT and heritable PAH,
respectively. The frequency of the mutations of each gene indicated in % in the parentheses.

Figure 2: BMP9 induces vascular quiescence by various mechanism.

Through ALK1 phosphorylation of Smadl/5/9, BMPO triggers transcriptional effects that
induce vascular quiescence, including repression of ANGPT2 (angiopoietin 2) and induction of
VEGEFRI expressions. In parallel, BMP9 inhibits the phosphorylation of the phosphatase PTEN
(which is active in its unphosphorylated form), thereby inhibiting the activity of PI3K, a
downstream effector of both VEGF and ANGPT2.

ANGPT?2 signaling is complex : when ANGPT1 (angiopoietin 1) is present, ANGPT2 acts as
an antagonist of ANGPT1 and prevents the phosphorylation of the Tie2 receptor and the
activation of PI3K. When ANGPT?2 is present in large excess over ANGPT]I, it acts as an
agonist of the Tie2 receptor and stimulates PI3 Kinase.

VEGEF activates different signaling pathways (PI3K/AKT, PLCy/ERK, src/p38MAPK) which
trigger a variety of biological responses (EC (endothelial cell) survival, permeability,
proliferation and migration). VEGFRI1, whose expression is increased by BMPO, acts as a
decoy VEGF receptor, thereby shutting down the pro-angiogenic VEGF signaling mediated by
VEGFR2.

Altogether, BMP9 maintains vascular quiescence by shutting down the pro-angiogenic VEGF
and ANGPT?2 signaling pathways.

Figure 3: Current etiological treatments for HHT.

The HHT-causing mutations of genes encoding components of the BMP9/BMP10 signaling
pathway (indicated by red asterisks), result in decreased downstream signaling and increased
activity of the VEGF and ANGPT2 signaling pathways. Several drugs that target these
pathways are already in use in clinical trials (blue boxes) or under evaluation in preclinical
studies (parma boxes) for HHT treatment. Currently used HHT treatments target VEGF via
anti-VEGF antibodies (bevacizumab) or VEGFR2 tyrosine kinase inhibitors (pazopanib).
Tacrolimus and sirolimus were identified through recent high-throughput screening of FDA-
approved drugs as activators of ALK1 (and ALK3) signaling. They are under phase I/II trials
as clinical treatments for HHT. Preclinical studies are investigating the beneficial effects of
anti-ANGPT2 antibodies (LC-10) and PI3-kinase inhibitors (wortmannin or LY294002). As
shown on this cartoon, all these treatments aim at reequilibrating the balance between the BMP9
pathway and the VEGF/ANGPT2 pathways in order to re-establish vascular quiescence.
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Liste des Abréviations (dans |'ordre d’apparition)

0O, : dioxygéne

CO;: dioxyde de carbone

Na*: sodium

Ca?*: calcium

K* : potassium

ATP : Adénosine triphosphate

ECG : électrocardiogramme

mV : millivolts

mmHG : millimetre de mercure

NO : oxyde nitrique

AVC : accidents vasculaires cérébraux

LDL : Low Density Lipid - lipide a faible densité
MAYV : malformations artério-veineuses

HI : hémangiomes infantiles

CE : cellules endothéliales

VEGF : : facteur de croissance endothélial vasculaire
VEGFR : récepteur au VEGF

bFGF : facteur de croissance de fibroblaste basique
TIE2 : Récepteur aux angiopoiétines

ANGPT : angiopoiétine

MV : malformations veineuses

VMCM : malformations veineuses muco-cutanées
GVM : malformations glomuveneuses

BRBN : Blue Rubber Bleb Nevus

KT : syndrome Klippel — Trénaunay

MS : syndrome Maffucci

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase
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Akt : protéine kinase B

MAPK : Mitogen-activated protein kinases

MC : malformations capillaires

CM-AVM : malformations capillaires associées a une malformation artério-veineuse
FAV : fistule artérioveineuse

PKWS : syndrome de Parkes Weber

Ras : protéine Ras

GTP : Guanosine triphosphate

GDP : Guanosine diphosphate

CCM : malformations cérébrales caverneuses

KRIT1 : KRIT1 Ankyrin Repeat Containing

PDCD10 : Programmed cell death protein 10

p38 : p38 mitogen-activated protein kinases

HMVECA : cellules endothéliales microvasculaires primaires humaines dérivées du derme
HUVEC : cellules endothéliales humaines de la veine ombilicale
ppa0: : pression partielle alvéolaire en dioxygéne

ppO: : pression partielle en dioxygéne

H* : hydrogéne

OMS : organisation mondiale de la santé

VIH : Virus de 'immunodéficience humaine

BCG : vaccin contre la tuberculose

BPCO : Bronchopneumopathies chroniques obstructives

CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
BMP : Bone Morphogenetic Proteins

HCI : acide chlorhydrique

TGF-B : Transforming Growth Factors-beta

GDFs : Growth Differenciation Factors

cDNA : ADN complémentaires

ADN : acide désoxyribonucléique
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CDMPs : protéines morphogénétiques dérivées de cartilage
OPs : protéines ostéogéniques

Vgr : Vg-related

ActRIl : récepteurs de I'activine de type |l

BMPRII : récepteur des BMPs de type Il

ALK : Activin receptor-like kinase

SBE : Smad Binding Element

JNK : c-Jun amino-terminal kinase

ChiP : Chromatin-Immunoprecipitation

Id1 : Inhibiteur de différenciation 1

BRE : BMP-Response Element

BAMBI : BMP and activin membrane-bound inhibitor
KCP : Kielin/Chordin like protein

BMPER : BMP Binding Endothelial Regulator

RGM : repulsive guidance molecule

CBP : CREB binding protein

FOP : fibrodysplasie ossifiante progressive

HHT : Télangiectasies Hémorragiques Héréditaire
ENG : Endogline

MAVP : Malformations artérielles pulmonaires

OLT : transplantation hépatique orthotopique

PDGFR : récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes

FGFR : facteur de croissance des fibroblastes

KO : Knockout

HTAP : hypertension artérielle pulmonaire

PDES : phosphodiestérase de type 5

PASMC : cellules de muscle lisse des artéres pulmonaires
sGC : guanylate cyclase soluble

GMPc : Guanosine monophosphate cyclique
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FDA : Food and Drug Administration

EMA : European Medicines Agency

ShRNA : short hairpin RNA

RNA (ARN) : acide ribonucléique

MCT : Monocrotaline

GPCR : G-Protein Coupled Receptors

C2C12 : cellules myoblastiques murines

C2C12BRA : C2C12 exprimant une luciférase en réponse a un signal BMP
FKBP12 : FK506-binding-protein-12

PBMC : cellules mononuclées du sang périphérique

mTOR : mechanistic target of rapamycin

hESC : cellules souches embryonnaires humaines

BUR1 : BMP Upregulator

HMEC-1 : cellules endothéliales microvasculaires du derme humain immortalisées
HTRF : Homogeneous Time Resolved Fluorescence

FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfert

RT-qPCR : Reverse transcription - réaction en chaine par polymérase quantitative
MCS : Site de Clonage Multiple

MLP : promoteur minimal

HEK293T : cellules humaines embryonnaires rénales immortalisées

UFI : Unités Fonctionnelles Infectieuses

HMEC Metluc : HMEC-1 exprimant une Metridia luciférase en réponse a BMP9
SiARN : small interfering ARN

siSCR : small interfering scramble

HMEC FR Luc : HMEC-1 transfectées transitoirement par des plasmides pGL3 BRE Luc
exprimant une luciférase en réponse a BMP9

DPBS : Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
SVF : Sérum de veau feetal
DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium

RLU : Unités Relatives de Luminescence
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3T3 : Fibroblastes

CHX : Cycloheximide

DRB : 5,6-Dichloro-1-B-D-ribofuranosylbenzimidazole
ECso : Concentration efficace médiane

AMPc : Adenosine monophosphate cyclique

PKA : protéine kinase A

CRE : CREB Response Element

MCF10A : cellules épithéliales fibrokystiques humaines de glandes mammaires
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Abstracts

BMP9 is a ligand of the TGF-B family and is considered as a vascular quiescence factor.
Different actors within BMP9 signaling pathway such as receptors ALK1 and BMPR2 are found
to be mutated in two rare vascular diseases, Rendu-Osler disease also called Hereditary
Hemorrhagic Telangiectasia and Pulmonary Arterial Hypertension, which are due to
endothelial dysfunction. Current treatments aim to improve symptoms in patients, whitout
providing a real cure. Thus, it is essential today to find new etiological treatments restoring
this signaling pathway. To do this, | used high-throughput screening to reposition potential
drug candidates from the Prestwick and TargetMol libraries, a total of 2133 molecules
approved by FDA and EMA. These screens were realized on endothelial cells models reporting
the BMP9 pathway using a BMP sensitive promoter (BRE, BMP Response Element). |
developed and miniaturized a first endothelial model HMEC-1 secreting a BRE-controlled
Metridia Luciferase, then a second one using double transfection of Firefly luciferase under
BRE control and Renilla Luciferase as a transfection control. The first model revealed only false
positives hits. However, the second one allowed us to identify several molecules activating
the cAMP pathway but which action hasn’t been confirmed at molecular levels. A last screen
was performed on non-endothelial cells (Myoblasts C2C12BRA), allowing us to identify two
other molecules which are currently undergoing characterisations.

Résumé

BMP9 est un ligand de la famille TGF-B et considéré comme un facteur de quiescence
vasculaire. Différents acteurs de la voie de signalisation de BMP9 comme les récepteurs ALK1,
et BMPR2 sont mutés dans deux pathologies vasculaires rares, la maladie de Rendu-Osler ou
Télangiectasie Hémorragique Héréditaire et I'Hypertension Artérielle Pulmonaire, qui sont
lides a une dysfonction endothéliale. Les traitements actuels visent a améliorer les symptomes
des patients, sans apporter de réelle guérison de la maladie. Aussi, il est primordial aujourd'hui
de trouver de nouveaux traitements étiologiques rétablissant cette voie de signalisation. Pour
ce faire, j'ai utilisé le criblage a haut débit afin de repositionner de potentiels candidats-
médicaments venant des chimiothéques Prestwick et TargetMol, comprenant au total 2133
molécules approuvées par FDA et EMA. Ces criblages ont été effectués sur des modéles de
cellules endothéliales rapportant la voie BMP9 grace a un promoteur sensible aux BMPs (BRE,
BMP Response Element). J'ai développé et minaturisé un premier modele de cellules
endothéliales HMEC-1 secrétant une Metridia Luciférase sous le contréle de BRE, puis un
deuxieme modeéle utilisant une double transfection permettant I'expression de la Firefly
Luciférase sous le contréle de BRE et de la Renilla Luciférase comme contréle de transfection.
Le premier modele n’a révelé que des faux positifs. Par contre, le deuxieme modele m’a
permis d’identifier plusieurs molécules qui ont la particularité d’activer la voie de '’AMPc mais
dont I'action n’a pas pu étre confirmée au niveau moléculaire. Un dernier crible utilisant des
cellules non endothéliales (myoblastes C2C12BRA) a permis d’identifier deux autres molécules
qui sont en cours de caractérisation.
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