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RESUME 
 
Hétérotaxie : quand Tout-De-Travers et autres gènes perturbent la cardiogénèse – De l’homme 
à la souris. 
  
Les malformations cardiaques sont des anomalies congénitales fréquentes puisqu’elles concernent 1 
naissance sur 100. Dans la majorité des cas, surtout lorsque la cardiopathie est isolée, l’étiologie reste 
inconnue. Elles peuvent aussi s’intégrer dans un contexte malformatif plus complexe, notamment dans 
le cadre des anomalies de latéralisation gauche-droite, ou hétérotaxies. L’objectif de ce travail était 
d’identifier de nouveaux gènes dont les mutations sont responsables de cardiopathies congénitales et/ou 
d’hétérotaxie et aussi de mieux comprendre la morphogénèse du cœur. Grâce à une stratégie de 
séquençage exomique au sein de cohortes de patients présentant la même anomalie cardiaque ou au sein 
de familles avec récurrence de cardiopathies congénitales, nous avons pu mettre en évidence plusieurs 
gènes qui ont ensuite été confirmés sur le plan fonctionnel lors d’analyses cellulaires et de modèles 
animaux. Nous avons ainsi étudié le rôle de MEGF8, une protéine transmembranaire et de MGRN1, une 
ligase E3 de la superfamille RING, qui interagissent à la surface de cellules cibles pour réguler la voie 
de signalisation Sonic Hedgehog (Shh). Les souris mutées double hétérozygotes pour les gènes Megf8 
et Mgrn1 expriment des anomalies de latéralité gauche-droite avec malformations cardiaques associées 
en rapport avec une activité intracellulaire augmentée du signal Shh induite par l’absence de dégradation 
de l’un de ses substrats, Smoothened (Smo). D’autres travaux nous ont permis d’identifier la 
métalloprotéase « TOUT-DE-TRAVERS » (TDT) qui est spécifiquement exprimée dans le nœud 
embryonnaire cilié de plusieurs espèces et dont des mutations perte de fonction sont retrouvées chez 
plusieurs dizaines de patients avec anomalies du situs et cardiopathies congénitales. Tout comme pour 
la métalloprotéinase MMP21 identifiée quelques années plus tôt, des modèles de poisson-zèbres ont 
confirmé une randomisation de l’établissement de la latéralisation gauche-droite et du looping cardiaque 
en cas d’inactivation par knock-out de Tdt. Enfin, nous avons travaillé sur deux modèles plus fréquents 
de malformations cardiaques dans la population générale que sont la bicuspidie aortique et la 
communication interauriculaire (CIA). La délétion du cluster de gènes PCDHA identifiée dans 8% de 
la population caucasienne semble être reliée au continuum phénotypique des obstructions du cœur 
gauche, allant de la plus fréquente et banale qu’est la bicuspidie aortique aux plus complexes que sont 
les hypoplasies du ventricule gauche. Ceci suggère le rôle probable de variants modulateurs plus rares. 
Lors de l’analyse d’une vaste famille avec récurrence de CIA, nous avons également constaté que la 
mutation très conservée mais très délétère du gène TPM1 était partiellement compensée par une 
mutation co-héritée de TLN2 codant pour une autre protéine sarcomérique impliquée dans les filaments 
d’actine des myocytes.  
 
La plupart de ces travaux révèle ainsi que des interactions génétiques modulent souvent l’intensité du 
signal des morphogènes identifiés et que des transmissions oligogéniques sont probablement le 
mécanisme de nombreuses malformations cardiaques et/ou anomalies de latéralité. Ces travaux ouvrent 
également de nouvelles perspectives dans la compréhension des multiples voies de signalisation qui 
sous-tendent la mise en place de l’asymétrie gauche-droite chez les vertébrés ainsi que la formation des 
cardiopathies congénitales. Nous abordons également le rôle de probables mutations « protectrices » 
participant à la modulation des phénotypes cliniques. 
 
Laboratoire CarMeN, INSERM U1060, Université Lyon 1, 59 bd Pinel, 69500 BRON 
 
Mot-clés : génétique, cardiopathie congénitale, latéralité gauche-droite, hétérotaxie, voie Sonic 
Hedgehog, voie Nodal.  



 4 

SUMMARY 
 
Heterotaxy: when Tout-De-Travers and other genes disturb heart development - From human 
to mouse. 
 
The etiology of congenital heart defects (CHDs), amongst the most common human birth defects, is 
poorly understood partly because of its complex genetic architecture. CHD can also be part of laterality 
defects spectrum such as heterotaxy. The purpose of this work was to identify genes whose mutations 
are responsible for CHD, and also to better understand cardiac morphogenesis. Thanks to a whole exome 
sequencing strategy into cohorts or families of patients showing the same cardiac malformation, we 
identified several genes. Their roles were confirmed during cellular analysis and using animal models. 
We studied MEGF8, a single-pass transmembrane protein and MGRN1, a RING superfamily E3 ligase, 
that interact genetically and biochemically to regulate the strength of Hedgehog signaling in target cells. 
Double heterozygous mice (loss-of-function for Megf8 and Mgrn1) exhibited an incompletely penetrant 
syndrome of CHDs with heterotaxy related with an elevated abundance of the Sonic Hedgehog 
transducer Smoothened (Smo). 
Other studies identified a novel metalloproteinase, TOUT-DE-TRAVERS (TDT), which is specifically 
expressed in ciliated left-right organizers (LROs). Using CRISPR/Cas9 genome-editing in zebrafish and 
Xenopus, we demonstrated that TDT is solely required on the left side of the LRO to control organ 
laterality. Functional tests and epistasis experiments suggested that, together with another protease 
MMP21, they constitute a proteolytic cascade during the early laterality establishment. We could 
identify 21 human patients with loss-of-function TDT mutations segregating recessive situs anomalies 
with CHD.  
At the end of this project, we focused on two more frequent CHD: atrial septal defect (ASD) and 
bicuspid aortic valve. We showed an embryonic lethal mutation in sarcomeric actin-binding protein 
TPM1 can cause heritable heart defect, atrial septal defect (ASD), when buffered by mutation in TLN2, 
another myofilament actin-binding protein. Together they account for the digenic etiology of heart 
defect in 8 members of a family spanning 5 generations. Otherwise, common deletion copy number 
variants (delCNV) in the PCDHA gene cluster (frequency 8% in whites) are linked to left ventricular 
outflow tract obstructions including coarctation of the aorta and hypoplastic left heart syndrome. Our 
findings suggest epigenetic modifications leading to incomplete penetrance. 
 
Overall, these studies contribute to the elucidation of biological mechanisms of embryonic cardiac 
development and left-right determination. They open new perspectives about molecular patterning 
underlying CHD. 
 
 
 
 
Key-words: genetics, congenital heart disease, left-right laterality, heterotaxy, Sonic Hedgehog 
pathway, Nodal pathway. 
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I. Latéralisation Gauche-Droite : rupture de symétrie et cascade moléculaire 

Les êtres humains, tout comme l’ensemble des vertébrés, expriment très précocement 

dans leur développement embryonnaire une latéralisation gauche-droite (G-D) de leur 

structure globale puis de la position de leurs organes internes.  

 

A. Nature et symétrie 

Les démonstrations d’asymétrie gauche-droite sont abondantes dans la nature 

(Figure 1). Pour ne citer que quelques exemples, on retiendra le crabe violoniste avec une large 

et une petite pinces, la limande qui possède ses deux yeux du côté droit, ou encore les escargots 

dont la plupart des espèces sont « droitières » puisque quand on regarde leur coquille la pointe 

en haut, leur orifice se trouve à droite (Gittenberger 1988). 

Chez les vertébrés, le corps est symétrique en apparence et l’asymétrie G-D est plus 

souvent cachée sous la peau impliquant plutôt la position des viscères et leur fonctionnement. 

Ainsi, les organes impairs sont latéralisés. Le cœur, par exemple, se développe selon un D-

looping du tube cardiaque primitif puis va se latéraliser du côté gauche du thorax. En ce qui 

concerne les organes de la cavité abdominale, l’estomac, la rate et le pancréas sont situés à 

gauche tandis que le foie et la vésicule biliaire sont localisés à droite. Le cerveau, lui, exprime 

une asymétrie anatomique et fonctionnelle évidente. Les poumons droit et gauche, quant à eux, 

ne présentent pas le même nombre de divisions lobaires (le poumon droit est trilobé tandis que 

le poumon gauche est bilobé). 

 

    

Figure 1 : Exemples d’asymétrie gauche-droite dans la nature 
De gauche à droite : le crabe violoniste, la limande et l’escargot. 
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B. De la symétrie vers l’asymétrie 

Dans les premiers stades de son développement, l’embryon présente une parfaite 

symétrie de son organisation. L’axe G-D est le dernier à se mettre en place après les axes 

dorso-ventral et antéro-postérieur, au cours de la quatrième semaine du développement 

embryonnaire chez l’humain. Très rapidement après la gastrulation et la mise en place des trois 

feuillets primitifs de l’embryon à partir de l’épiblaste (ectoderme, mésoderme et endoderme), 

l’initiation des premiers battements des cils primaires à la surface du nœud embryonnaire 

(NE) primitif (i.e. dépression au centre du renflement épiblastique à la limite antérieure de la 

ligne primitive) résulte en un flux orienté unidirectionnel de plusieurs molécules du fluide 

extraembryonnaire. Ces dernières vont alors principalement être exprimées dans le mésoderme 

latéral situé du côté gauche de l’embryon (Nonaka et al. 1998). Cette migration asymétrique 

est le début d’une longue cascade moléculaire et de plusieurs voies de signalisation qui 

participeront aux étapes ultérieures du développement de l’individu. Ces voies de signalisation 

seront notamment impliquées dans le développement et la latéralisation de plusieurs organes. 

Parmi elles, la voie Nodal-Pitx2 contrôle la différentiation et la migration cellulaire dans 

différents tissus guidant ainsi l’asymétrie des organes en formation (organogénèse) à partir des 

trois feuillets sous l’effet de signaux moléculaires et de processus d’induction. L’expression 

asymétrique de Nodal et Pitx2 est très fortement conservée parmi les vertébrés et même de 

nombreux invertébrés (Namigai, Kenny, and Shimeld 2014).  

 

La détermination de la latéralisation G-D chez la souris, de même que chez le poisson-

zèbre, le xénope et le poulet, est bien connue désormais et représente un modèle pour 

l’ensemble des vertébrés. Elle s’établit dès le stade embryonnaire E7.5 (E pour embryonic day 

ou jour de développement) dans le nœud primitif (structure transitoire aussi appelée 

notochorde postérieure chez le lapin, vésicule de Kupffer chez le poisson-zèbre, nœud de 

Hensen chez le poulet (Gros et al. 2009), et organisateur de Spemann chez les amphibiens) en 

suivant 4 principales grandes étapes (Figure 2). Nous nous concentrerons principalement sur 

les modèles rapportés dans la littérature chez la souris et chez l’Homme. 

- 1/La rupture de la symétrie G-D est tout d’abord initiée par un flux nodal vers la gauche 

généré par un mouvement rotatoire (dans le sens des aiguilles d’une montre à une vitesse 

d’environ 600 tours par minute) des cils primitifs vibratiles présents à la surface des cellules 

du nœud primitif ventral embryonnaire (entre 200 et 300 cils sur le NE murin) (Nonaka et al. 

2002; Hamada 2016). Ce flux unidirectionnel coordonné est créé grâce à la rotation des cils 
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mobiles dont l’axe est orienté postérieurement selon la direction caudale de l’embryon 

marquant un angle d’environ 30° (Nonaka et al. 2005). Cette inclinaison permet de générer un 

flux beaucoup plus efficace et est contrôlée par le système de polarité planaire impliquant 

notamment la voie de signalisation canonique Wnt et le cytosquelette d’actine. Elle implique 

aussi les protéines Dishevelled (Dvl), Vangl et Prickle (Yoshiba and Hamada 2014). Le 

mouvement de rotation des cils serait induit, lui, entre autres, par l’activité du gène Dnah5 

(Nöthe-Menchen et al. 2019). Plusieurs théories s’affrontent concernant l’action de ce flux 

nodal sur la suite de la cascade d’évènements impliqués dans la perte de symétrie G-D et 

l’expression génique asymétrique. Le modèle chémosensoriel suggère que le flux liquidien 

nodal produit un gradient de particules (vésicules nodales) en rapport avec un transport 

spécifique à gauche. Ces vésicules contiendraient des morphogènes telles que les protéines 

Nodal et Hedgehog qui, une fois relarguées, activeraient des cascades de signalisation 

moléculaire dans les cellules périnodales de la gauche de l’embryon (Okada et al. 1999; Tanaka, 

Okada, and Hirokawa 2005). L’hypothèse mécanosensorielle (modèle des 2 cils) soutient, 

elle, le rôle joué par le flux nodal dans l’apparition d’un gradient de concentration de 

Calcium au niveau des cils primaires sensorielles à l’apex des cellules périnodales de la 

gauche de l’embryon, responsable de l’activation de la cascade de signalisation Nodal dans ces 

cellules (McGrath et al. 2003; Norris 2012; Tabin and Vogan 2003). Ces cils à la périphérie du 

nœud primitif sont des mécano-senseurs qui entrainent l’ouverture de canaux calciques et donc 

un influx de calcium dans la cellule lorsqu’ils sont sollicités. Il a aussi été suggéré que le flux 

nodal exerce une pression mécanique sur la paroi latérale gauche du NE (Tabin and Vogan 

2003). Quel que soit le mécanisme de transmission et de détection du signal du flux nodal, la 

présence de cils nodaux et la création d’un flux unidirectionnel sont indispensables pour 

rompre la symétrie G-D du stade précoce de la plaque neurale (Nonaka et al. 2002). Différents 

gènes vont, en réponse à ce flux, s’exprimer de façon asymétrique dans le NE au niveau des 

cellules périnodales (D>G ou G>D). C’est le cas par exemple du gène Cerl2 (D>G) chez la 

souris (Nakamura et al. 2012) (DAND5 chez l’Homme) puis du gène Nodal (G>D) dont les 

expressions sont ensuite entretenues et amplifiées par des boucles de rétrocontrôle.  

Il est intéressant de noter que chez certaines espèces dont le Xenopus et le poulet, il existe des 

manifestations encore plus précoces de l’asymétrie G-D avant même l’initiation du flux 

liquidien par les cils du NE (Spéder et al. 2007; Vandenberg and Levin 2013). C’est le cas de 

l’ATPasea H+/K+ qui est exprimée asymétriquement dès le stade 2-cellules à quelques heures 

de la fécondation chez le Xenopus (Aw et al. 2010). D’autre part, chez certains vertébrés comme 

le poulet et le cochon, la structure organisatrice G-D n’est pas munie de cils et la rupture de 
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symétrie se fait donc par d’autres mécanismes (migration cellulaire asymétrique autour du 

nœud de Hensen,…). 

 

- 2/Les signaux moléculaires d’asymétrie G-D détectés et générés au niveau des cellules 

périnodales gauche de l’embryon sont ensuite transmis jusqu’au mésoderme latéral de 

l’embryon par un mécanisme toujours inconnu à ce jour. Des modèles de diffusion passive ou 

via des processus d’endocytose ont été évoqués. Oki a lui suggéré un transfert direct de la 

protéine Nodal sécrétée au niveau du nœud primitif via des interactions avec les 

glycosaminoglycanes sulfatés localisés spécifiquement dans la membrane basale entre le nœud 

embryonnaire et la lame latérale gauche du mésoderme (Oki et al. 2007). L’absence 

d’expression de Nodal au niveau des cellules péri-nodales entraîne l’absence d’expression de 

Nodal au niveau de la lame latérale gauche du mésoderme (Saijoh et al. 2003). Son activité est 

donc déterminante pour l’asymétrie G-D.  

 

- 3/Les molécules Nodal et Lefty2 de la superfamille des Transforming Growth Factors b (TGF 

b) sont exprimées de façon asymétrique de part et d’autre du mésoderme latéral (retrouvées 

uniquement du côté gauche) (Hamada et al. 2002) tandis Lefty1 présente une expression 

prédominante au niveau de la ligne médiane (Figure 3). Des expériences d’invalidation de ce 

dernier chez la souris ont permis d’établir que le rôle de Lefty1 était de réguler l’activité de 

Nodal et Lefty2 en limitant leur expression exclusivement à la lame latérale gauche du 

mésoderme telle une « barrière médiane ». Ce système d’auto-régulation est très conservé 

entre les vertébrés (Nakamura and Hamada 2012). En cas d’inactivation de Lefty1 (souris 

Lefty1-/-), les molécules Nodal, Lefty2 et Pitx2 (paired-like homeodomain transcription factor 

2) sont alors exprimées symétriquement de part et d’autre du mésoderme (C. Meno et al. 1998). 

L’expression de Lefty1 serait elle, entre autres, sous le contrôle de la voie de signalisation 

Sonic Hedgehog (Shh) (Tsukui et al. 1999) et sensible à la présence de l’acide rétinoïque. 

Lefty2 est lui aussi un régulateur négatif de l’expression et de l’activité de Nodal. En son 

absence, Nodal est surexprimée et son activité fonctionnelle augmentée (Chikara Meno et al. 

2001). 

L’expression asymétrique de Nodal dans la partie exclusivement gauche de l’embryon 

est l’un des premiers signes moléculaires d’asymétrie G-D chez les vertébrés avant même le 

développement des organes (stade embryonnaire E8.5 chez la souris). La cascade moléculaire 

qui découle de Nodal est détaillée dans le paragraphe D.  
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- 4/La morphogénèse des organes viscéraux selon l’axe G-D est finalement médiée par 

l’expression asymétrique de Pitx2 lors des stades embryonnaires tardifs en réponse à la 

cascade moléculaire Nodal. Tout comme Nodal et Lefty, ce facteur de transcription à homeobox 

de type bicoïd est exprimé de façon asymétrique mais persiste plus longtemps au cours de 

l’organogénèse dans les structures dérivant du mésoderme gauche (au moins jusqu’à E9.5 chez 

la souris) (Hamada et al. 2002). Son isoforme Pitx2c joue notamment un rôle dans l’asymétrie 

de la morphogénèse du cœur au sein du second champ cardiaque et des cellules de la crête 

neurale (C. Liu et al. 2002). L’expression de Pitx2 est maintenue dans les organes primitifs 

développés à gauche grâce au signal Nkx2.5. 

         

Figure 2 : Représentation schématique des 4 principales étapes de la latéralisation G-D 

D’après Hamada (Hamada et al. 2002). La première étape (Step 1) correspond à la rupture de la symétrie 
G-D avec mise en place d’un flux unidirectionnel (flèches) dans le nœud embryonnaire (NE) primitif 
(Node en gris). Au cours de la seconde étape (Step 2), les signaux moléculaires d’asymétrie G-D sont 
transmis du NE jusqu’au mésoderme latéral. Lors de la troisième étape (Step 3), les molécules Nodal et 
Lefty2 sont exprimées de façon asymétrique dans le mésoderme latéral (Rouge/Vert). Enfin, la 
morphogénèse asymétrique situs spécifique des organes viscéraux se met en place selon trois 
mécanismes : boucle d’un tube pour le cœur, l’estomac et les intestins (Pattern 1) ; segmentation 
asymétrique pour le foie et les poumons (Pattern 2) ; régression unilatérale des structures pour les 
vaisseaux par exemple (Pattern 3). 
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Figure 3 : Expression asymétrique de Nodal, Lefty 1 et 2, Pitx2 

Adapté d’après Hamada (Hamada et al. 2002). Nodal et Lefty2 sont exprimés du côté gauche du 
mésoderme latéral, de même que Pitx2, cible directe de Nodal, qui initie l’asymétrie de la morphogénèse 
des organes. 
 

C. Rôle du cil dans la mise en place de l’asymétrie Gauche-Droite 

Comme décrit précédemment, le nœud embryonnaire primitif compte à sa surface 

deux types de cils : les cils mobiles qui génèrent le flux nodal et les cils primaires (non mobiles) 

qui captent ce flux en périphérie du NE, à l’origine de l’activation de la cascade Nodal dans le 

mésoderme latéral gauche. L’un et l’autre jouent un rôle particulièrement important dans 

l’établissement de la latéralisation G-D des organismes et ont de nombreuses protéines en 

commun (Ostrowski, Dutcher, and Lo 2011). Ces structures ciliées sont des organelles très 

conservées au cours de l’évolution formant une expansion cellulaire constituée d’un 

cytosquelette de microtubules appelé axonème.  

Les cils mobiles, dits « 9+2 », sont constitués d’un anneau de 9 doublets de 

microtubules périphériques autour d’un doublet central et leur motilité est assurée par des bras 

de dynéines internes et externes qui s’associent aux microtubules (Figure 4A). Ils sont 

typiquement présents à la surface de l’épithélium respiratoire, du système nerveux central et du 

système reproducteur (trompe de Fallope, flagelle des spermatozoïdes). 

Les cils primaires immobiles, dits « 9+0 », se distinguent par l’absence de doublet 

central. Ils sont présents à la surface de nombreuses cellules de l’organisme dont les 

kératinocytes de la peau, les cellules épithéliales des tubules rénaux, les photorécepteurs de la 

rétine et les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Ils captent des signaux chimiques ou 
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mécaniques de l’extérieur (chémosenseur ou mécanosenseur) qu’ils transmettent en 

intracellulaire. 

Il est intéressant de noter que les monocils du NE sont des cils de structure « 9+0 » 

mais mobiles grâce à des bras de dynéine (Figure 4B) ce qui leur permet de générer un 

mouvement rotatoire coordonné unidirectionnel (Nonaka et al. 1998). Les protéines de dynéines 

forment un complexe moteur avec les protéines Kif3a et Kif3b (superfamille des Kinésines) 

pour permettre le transport bidirectionnel le long des microtubules de particules essentielles à 

la biosynthèse et au renouvellement du monocil. Le fonctionnement normal du cil nodal 

nécessite de nombreuses protéines dont celles codées par les gènes Dnah11 et Inversine (Invs) 

chez la souris. Dans les modèles murins mutés pour ces gènes, les monocils du NE sont 

anormaux (rigidité, immobilisme,…) avec un flux nodal perturbé par rapport aux souris 

sauvages, à l’origine de situs inversus (Supp et al. 1999; Yokoyama et al. 1993). Chez l’humain, 

le fonctionnement normal du cil fait également intervenir des protéines motrices dont celles des 

bras externes de dynéine codées par les gènes DNAH5 et DNAI1.  

 

 

Figure 4 : Structures des deux types de cils de l’organisme 

D’après Hamada (Hamada et al. 2002). (A) Cils mobiles « 9+2 » constitués de 9 doublets périphériques 
et d’un doublet central de microtubules. (B) Cils nodales « 9+0 » sans doublet central de microtubules 
mais avec des bras de dynéines internes (inner dynein arm) et externes (outer dynein arm) permettant 
son mouvement contrairement aux cils primaires immobiles « 9+0 ». 
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D. Voies de signalisation 

Plusieurs voies de signalisation sont mises en jeu dans l’élaboration de la latéralisation 

G-D et interagissent de façon agoniste ou antagoniste. C’est le cas notamment de la voie 

Nodal (Figure 5) et de la voie Shh. Différents ligands sont maintenant bien connus dont Gdf1 

(Growth differentiation factor 1) qui active la voie Nodal tandis que Cerl2 agit comme un 

antagoniste (interaction compétitive avec les récepteurs). Nodal interagit ensuite avec les TGFb 

récepteurs ou Activin récepteurs de type I (Acvr1b, Acvr1c) et de type II (ActrIIa, ActrIIb) en 

présence de son co-récepteur Cryptic qui fait partie de la famille des protéines EGF-CFC 

(epidermal growth factor–Cripto/FRL-1/Cryptic). Son activité est évaluée par le niveau de 

phosphorylation de la région COOH-terminale de Smad2 et 3 (effecteurs terminaux 

intracytoplasmiques de la cascade Nodal). Une fois transloquées dans le noyau, ces protéines 

s’associent à d’autres facteurs de transcription dont FoxH1 pour réguler l’activité de 

transcription de gènes en aval. Parmi ces gènes régulés, il y a Nodal et Lefty dont l’expression 

transitoire et localisée est régulée positivement et négativement par Nodal lui-même (boucles 

de rétrocontrôle).  

De façon intéressante, Gdf1, de la superfamille des TGFb, stimule l’activité de Nodal 

en formant avec lui un hétérodimère. Son expression est dépendante de la voie de signalisation 

Shh. Les souris mutantes Gdf1-/- rapportées par Rankin et al. présentent des défauts de latéralité 

en perdant l’expression asymétrique de Nodal dans le mésoderme latéral gauche (Rankin et al. 

2000).  

La voie des facteurs BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) intervient également dans 

la détermination de la latéralisation G-D. Elle participe tôt à la formation du NE et à la 

ciliogénèse. Son effet sur la cascade moléculaire Nodal n’est pas tout à fait clair. 
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Figure 5 : Cascade de signalisation Nodal dans le mésoderme latéral gauche 
D’après Barnes et Black (Barnes and Black 2016). Nodal et son ligand interagissent avec les récepteurs 
activines en présence du co-récepteur Cryptic (EGF-CFC) pour activer la cascade de signalisation 
intracytoplasmique et notamment la phosphorylation des Smads 2 et 3. Ceux-ci s’associent ensuite à 
Smad 4 pour être transloqués dans le noyau où en se liant à d’autres facteurs de transcription dont FoxH1 
ou Mixer ils vont réguler la transcription des gènes Nodal, Lefty et Pitx2 (régulation positive et 
négative). 
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II. Anomalies de latéralisation Gauche-Droite et hétérotaxie 

L’organogénèse des êtres vivants repose entre autres, sur la mise en route correcte de 

son asymétrie G-D tôt pendant le développement embryonnaire. Lorsque celle-ci ne se met pas 

en place suivant les règles habituelles mais s’établit de façon randomisée, on parle alors de 

situs ambigus ou encore d’hétérotaxie (du grec héteros « autre » et taxis « ordre, agencement 

»). Cette dernière, bien que rare, concerne environ 1 naissance sur 10 000 (Shiraishi and 

Ichikawa 2012).  

Le syndrome d’hétérotaxie est caractérisé par un grand nombre de malformations 

congénitales viscérales, à l’étage thoracique comme à l’étage abdominal, rendant son phénotype 

très hétérogène. Plusieurs définitions et classifications ont été élaborées au fil du temps mais la 

terminologie rapportée par Jacobs au nom du Comité Internationale de Nomenclature des 

Malformations Cardiaques Congénitales et Pédiatriques, reste la plus consensuelle (Jacobs et 

al. 2007). Elle tient compte des deux écoles de pensées de la description segmentaire 

anatomique des malformations cardiaques congénitales : Van Praagh à Boston et Anderson en 

Europe. Elle définit l’hétérotaxie comme tout arrangement anormal des organes internes 

thoraco-abdominaux de part et d’autre de l’axe G-D du corps autre que le situs solitus 

totalis et le situs inversus totalis (Jacobs et al. 2007). 

D’autres termes sont utilisés pour la description des anomalies de la latéralité des 

individus. Le situs se rapporte à la position des viscères pairs et impairs dans le thorax et 

l’abdomen. Lorsqu’elle est normale de part et d’autre de l’axe G-D, le situs est dit solitus. 

Lorsque les organes sont disposés en miroir de la normalité, on parle de situs inversus. Pour 

toutes les autres situations, on décrit un situs ambigus (organisation aléatoire). En cas 

d’isomérisme (droit ou gauche), on observe des structures similaires complètement de 

morphologie droite ou gauche de part et d’autre du corps. Les caractéristiques morphologiques 

définissant la droite et la gauche de certaines structures ne sont pas toujours évidentes, 

notamment en ce qui concerne les oreillettes dont la latéralité est en rapport avec les 

particularités de son auricule (pyramidale à base large avec des muscles pectinés à droite, fin 

en doigt-de-gant à gauche) (Anderson 1999). Ces dernières sont très difficiles à déterminer par 

des examens simples tels que l’échocardiographie et nécessitent parfois des investigations 

complémentaires par tomodensitométrie (Wolla et al. 2013). Celle-ci est également très utile 

pour l’évaluation du situs bronchique. En cas de disposition normale des viscères selon l’axe 

G-D, la bronche souche droite est plus courte et plus horizontale que la bronche souche gauche 

et se divise précocement sur un poumon trilobé après avoir cheminé au-dessus de l’artère 
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pulmonaire droite (Figure 6). Enfin, le situs abdominal (position de la veine cave inférieure, de 

l’estomac, du foie et de la rate) est souvent superposable au situs atrial (Van Praagh 1985). 

En cas d’anomalie de latéralisation, tous les viscères du haut en bas de l’individu 

peuvent suivre la même disposition, on parle alors de situs inversus totalis (tous les organes 

sont en miroir de la normalité avec un phénotype clinique le plus souvent asymptomatique), 

d’isomérisme droit (tous les organes de part et d’autre de l’axe G-D sont de morphologie droite) 

ou d’isomérisme gauche (tous les organes de part et d’autre de l’axe G-D sont de morphologie 

gauche) (Figure 7). Dans tous les autres cas, il faut décrire viscère par viscère la latéralisation 

et les anomalies associées (malformation cardiaque, rate non fonctionnelle,…). 

 

 

Figure 6 : Anatomie du situs bronchique 

D’après reconstruction 3D de Wolla (“Cardiovascular Manifestations of Heterotaxy and Related Situs 
Abnormalities Assessed with CT Angiography” 2013). (A) Situs solitus avec bronche souche droite plus 
courte et horizontale que la bronche souche gauche. (B) Situs inversus avec bronche souche droite 
longue et angulée compatible avec une bronche souche de morphologie gauche. (C) Isomérisme droit 
avec deux bronches souches courtes et horizontales se divisant précocement. (D) Isomérisme gauche 
avec deux bronches souches longues et verticalisées. F, feet ; H, head ; L, left ; R, right 
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Figure 7 : Organisation des viscères dans les différents types de situs et en cas d’hétérotaxie 

D’après schémas de Fakhro (Fakhro et al. 2011). (SS) : Situs Solitus, la pointe du cœur est tournée vers 
la gauche, le poumon droit est trilobé tandis que le gauche est bilobé, le foie (Liver) est à droite tandis 
que l’estomac (Stomach) et la rate (Spleen) sont à gauche. (RAI) : Isomérisme Atrial Droit, les deux 
poumons sont trilobés, le foie est médian et il n’y a pas de rate (asplénie). (LAI) : Isomérisme Atrial 
Gauche, les deux poumons sont bilobés, le foie est médian et il y a plusieurs rates (polysplénie). (SI) : 
Situs Inversus, la pointe du cœur est tournée vers la droite, le poumon droit est bilobé tandis que le 
gauche est trilobé, le foie est à gauche tandis que l’estomac et la rate sont à droite.  

 

Les causes de ces modèles complexes d’organisation spatiale sont multiples, le plus 

souvent génétiques mais parfois influencées par des facteurs environnementaux tératogènes 

tels que le diabète gestationnel (Hachisuga et al. 2015). Plusieurs gènes impliqués dans les 

anomalies de latéralisation, que ce soit chez l’Homme comme dans différents modèles animaux, 

ont déjà été rapportés dans la littérature : ZIC3 (OMIM 300265) (Ware et al. 2004), NODAL 

(OMIM 601265) (Mohapatra et al. 2009), CFC1 (OMIM 605194) (Bamford et al. 2000), 

ACVR2B (OMIM 602730) (R. Kosaki et al. 1999), LEFTY2 (OMIM 601877) (K. Kosaki et al. 

1999), CITED2 (OMIM 602937) (Sperling et al. 2005), CRELD1 (OMIM 607170) (Zhian, 

Belmont, and Maslen 2012), GDF1 (OMIM 602880) (Kaasinen et al. 2010), NKX2.5 (OMIM 

600584) (McElhinney et al. 2003),… Il existe probablement une expression variable et une 

pénétrance incomplète des anomalies ponctuelles génétiques expliquant les modèles 

complexes de transmission des anomalies de latéralisation entre les générations (Belmont et al. 

2004). Tous les modes d’hérédité ont été décrits. La transmission autosomique récessive des 

cas d’hétérotaxie est la plus fréquente.   

Les anomalies génétiques en cause peuvent aussi toucher les cils primitifs (ciliopathies) 

comme dans la dyskinésie ciliaire primitive et être responsables d’une complète inversion de la 
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latéralisation des organes (i.e. situs inversus avec souvent peu de conséquences fonctionnelles 

et rarement des malformations cardiaques associées). 

Dans la plupart des cas d’hétérotaxie, la base moléculaire reste encore inconnue. 

Des anomalies dans l’établissement de l’asymétrie G-D très précoce de l’embryon et 

notamment de la distribution de Pitx2 sont aussi à l’origine d’anomalies congénitales de 

latéralisation et de syndromes d’hétérotaxie avec des conséquences très variables (Figure 8). 

 

Figure 8 : Détermination de la latéralisation G-D en cas d’hétérotaxie 
Anomalies de transmission des signaux de latéralisation G-D du nœud primitif au mésoderme latéral et 
anomalies de distribution de Pitx2 à l’origine des défauts de latéralisation des embryons (randomisation 
ou inversion) d’après Shiraishi (Shiraishi 2016). 
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III. Anomalies de latéralisation Gauche-Droite et malformations cardiaques 

A. Cardiogénèse précoce et développement cardiaque 

Au cours de l’embryogenèse, le cœur est le premier organe formé et aussi le premier 

à marquer la rupture de symétrie selon l’axe G-D des viscères internes en effectuant sa boucle 

cardiaque (looping). Toute anomalie dans la détermination et la mise en place normales de la 

latéralité G-D des individus peut donc aussi se répercuter sur le développement du cœur. 

Le développement du cœur, organe impair et le plus asymétrique du corps, est un 

processus biologique complexe au cours duquel un réseau de gènes et plusieurs facteurs de 

transcription sont impliqués à différents temps et lieux de l’organogenèse. Un certain nombre 

de mécanismes moléculaires de l’embryogénèse cardiaque reste encore incompris, même si 

conservés au cours de l’évolution. L’étude du développement de l’embryon de souris est 

notamment un bon modèle pour comprendre la cardiogénèse des mammifères dont les bases du 

développement sont similaires. 

Chez l’humain, la morphogénèse cardiaque débute à 15 jours de vie intra-utérine (4 

semaines d’aménorrhée) et comprend trois principales étapes pour finalement s’achever 8 

semaines plus tard. Le cœur se présente initialement sous la forme d’un tube cardiaque 

primitif dont le processus précoce de looping (boucle cardiaque en français) est indispensable 

pour la mise en place de l’alignement correct des quatre cavités cardiaques et la formation 

normale du cœur. S’enchaînent ensuite les étapes de convergence puis de wedging (Figure 9). 

La convergence s’établit grâce à une série de déplacements morphogénétiques de part et d’autre 

des courbures interne et externe, et est absolument nécessaire à la septation cardiaque définitive 

en étroit lien avec le développement du système de conduction. Le wedging est le processus 

par lequel la future valve aortique, située au départ à la partie droite de la voie d’éjection, 

descend par un mouvement de rotation anti-horaire vers la gauche pour arriver au contact de 

la valve mitrale et s’encastrer entre les deux valves auriculo-ventriculaires (Figure 9D). Il est 

responsable du croisement des gros vaisseaux d’un cœur normal. Lors de sa migration, la 

valve aortique emporte également avec elle le septum conal issu de la fusion des bourgeons 

endocardiques de la voie d’éjection et qui va fusionner avec le septum interventriculaire 

primitif. Enfin, la formation du cœur s’achève par le développement du système coronaire à 

partir des cellules épicardiques qui subissent une transformation épithélio-mésenchymateuse 

sous le contrôle de facteurs de transcription tels que GATA4 et FOG2. 

Chaque étape de maturation du cœur nécessite l’intégration précise de signaux de 

croissance et de différenciation.  
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Figure 9 : Étapes du développement cardiaque aboutissant à la septation cardiaque 
Adapté d’après Houyel (Houyel 2009). Le tube cardiaque primitif rectiligne (A) subit à J23 une inflexion 
selon une courbe à convexité droite appelée boucle cardiaque donnant une configuration en « S » (B). 
Juste après le early looping stage, vient l’étape de convergence (C) qui va permettre l’alignement des 
différents septa (interauriculaire, atrioventriculaire et interventriculaire) ainsi que la croissance des 
cavités cardiaques à partir de la courbure externe. Enfin, le wedging (D) ou étape d’encastrement va 
permettre le développement de la voie d’éjection grâce à la migration anti-horaire de la valve aortique 
(rond bleu). 1-courbure interne ; 2-conotroncus ; 3-canal atrioventriculaire ; Ao, aorte ; AP, artère pulmonaire ; VD, 
ventricule droit ; VG, ventricule gauche. 

Le cœur dérive du mésoderme splanchnique antérieur, contenant des cellules 

précardiaques qui vont se différencier très tôt pendant la gastrulation (stade E6.5 chez la 

souris) en cardiomyocytes et en cellules endocardiques en réponse à des signaux d’induction 

extracellulaires provenant de l’endoderme dont les principaux sont les facteurs de transcription 

BPM2, BMP452 et le ligand FGF8 qui coopère. Ces cellules migrent antérieurement et vont 

former le croissant cardiaque (ou premier champ cardiaque) de part et d’autre de la ligne 

médiane de l’embryon. Les limites de la région cardiaque sont définies par la voie de 

signalisation Wnt dont les facteurs Wnt1 et Wnt3A sécrétés par le tube neural qui inhibent la 

cardiogénèse dans le mésoderme somatique. Le programme cardiaque est régulé par les cellules 

du croissant cardiaque, elles même, qui expriment plusieurs facteurs de transcription dont 

Nkx2.5, Gata4, Gata5, Gata6, Mef2c, Hand1, Hand2 et Tbx5 (Buckingham, Meilhac, and 

Zaffran 2005). L’inactivation fonctionnelle de chacun de ces régulateurs dans différents 

modèles animaux réalisés au début des années 2000 conduit à des défauts cardiaques précoces 

voire même à une létalité embryonnaire. 

Le cœur dérive également d’un second champ cardiaque (Waldo et al. 2001; Kelly, 

Brown, and Buckingham 2001) (présent dès le stade précurseur de la plaque cardiogénique au 

niveau du mésoderme pharyngé) et de deux populations cellulaires extracardiaques (les cellules 

de la crête neurale et les cellules de l’épicarde). La crête neurale, caractéristique des 
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vertébrés, est une population de cellules provenant du neuroectoderme de la partie dorsale du 

tube neural et contribue à la voie efférente du cœur. 

Les différents champs cardiaques et leurs dérivés au fur et à mesure du développement 

du cœur sont représentés sur la Figure 10. Dès les premiers stades, les principaux domaines et 

axes (gauche-droite, antéro-postérieur) du cœur définitif sont prédéterminés. Par exemple, 

certains marqueurs moléculaires comme Tbx5 montrent une expression régionalisée dans le 

tube cardiaque primitif. Les principaux gènes impliqués dans la régulation de la 

morphogénèse des différentes régions du cœur sont illustrés sur la Figure 11. Certains signaux 

sont exprimés dans les deux champs cardiaques notamment les signaux activateurs BMPs et 

FGFs et les signaux inhibiteurs WNTs. Les réseaux de gènes impliqués sont très conservés et 

rigoureusement contrôlés au sein de boucles régulatrices. 

 

 

Figure 10 : Implication des différents champs cardiaques au cours du développement cardiaque 
(A) Stade de la plaque cardiogénique – L’ébauche cardiaque est constituée d’un croissant cardiaque 
(premier champ cardiaque) avec en arrière déjà la présence du second champ cardiaque. (B) Stade du 
tube primitif – Les deux tubes du croissant cardiaque fusionnent sur la ligne médiane pour former le 
tube cardiaque primitif pendant que le second champ cardiaque migre aux extrémités antérieure (pôle 
artériel efférent) et postérieure (pôle veineux afférent) de ce tube où il va ajouter des cellules 
myocardiques. (C-D) Après l’étape de boucle cardiaque, le premier champ cardiaque va donner 
naissance au ventricule gauche et à la partie antérieure des oreillettes. Le second champ cardiaque 
antérieur va contribuer au ventricule droit et à la voie d’éjection pendant que le second champ cardiaque 
postérieur va participer à la septation auriculaire et atrioventriculaire ainsi qu’à l’incorporation des 
veines pulmonaires et systémiques dans les oreillettes. Les cellules de la crête neurale permettent 
d’ajouter des myocytes à la voie d’éjection et au ventricule droit. O, oreillette ; OD, oreillette droite ; OG, 
oreillette gauche ; PA, pôle artériel ; PV, pôle veineux ; V, ventricule ; VD, ventricule droit ; VG, ventricule gauche, 3, 3ème 
arche pharyngée ; 4, 4ème arche pharyngée ; 6, 6ème arche pharyngée. 
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Figure 11 : Principaux gènes impliqués dans la morphogénèse des différentes régions du cœur 
D’après Srivastava (Srivastava 2006). Principaux signaux et facteurs de transcription impliqués dans la 
formation des régions du cœur en dehors de la crête neurale. Les effets positifs sont indiqués par une 
flèche et les effets négatifs par une barre. Les interactions physiques entre les facteurs sont indiquées 
par des lignes en pointillés. FHF, premier champ cardiaque (first heart field) ; SHF, second champ cardiaque (second 
heart field). 
 

B. Épidémiologie des malformations cardiaques 

On appelle cardiopathies congénitales (CC) les malformations du cœur survenant au 

cours de sa formation et résultant d’une ou plusieurs anomalies apparues pendant le 

développement embryonnaire. La bonne connaissance de l’embryologie cardiaque est d’une 

grande aide pour comprendre leur physiopathologie. 

Les malformations cardiaques (MCC) représentent la plus fréquente malformation 

congénitale et concernent presque 1% des naissances. En France, cela représente environ 6000 

nouveaux cas par an. Elles constituent la première cause de mortalité embryonnaire et des 

enfants de moins de 1 an dans les pays développés. Leur gravité est très variable en fonction de 

leur phénotype clinique même si les progrès médico-chirurgicaux de la fin du 20ème siècle 

permettent désormais un diagnostic précoce, parfois dès la vie fœtale, et une prise en charge 

optimale néonatale, le plus souvent curative. Du fait de la complexité de l’embryogenèse, les 

cardiopathies congénitales regroupent des malformations diverses sur le plan anatomique, 

clinique et physiopathologique. Elles peuvent aussi s’intégrer dans un contexte malformatif 

plus complexe (anomalies de la ligne médiane,…).  

La plupart des cardiopathies congénitales sont sporadiques (90%). Pour autant, le 

risque moyen de récurrence chez les sujets qui survivent est multiplié par 10. En outre, si une 

mère a déjà accouché d’un enfant porteur d’une malformation cardiaque, le risque pour une 

grossesse suivante passe de 1 à 5% et il passe même à 10% si elle a déjà accouché de deux 
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enfants porteurs de cardiopathies congénitales (Fesslova et al. 2011). Ce risque global de 

récurrence varie en fonction du type de MCC (Brodwall et al. 2017). Il existe donc un rôle 

clair des facteurs génétiques prédisposant dans la survenue des anomalies cardiaques. 

L’expressivité variable de ces facteurs doit par contre expliquer que les membres affectés d’une 

même famille ne présentent pas tous la même malformation. 

En cas de syndrome génétique ayant une MCC comme caractéristique (par opposition 

à une CC isolée), le risque de récurrence dépend du mode de transmission génétique de ce 

syndrome (autosomique dominant, autosomique récessif, lié à l’X,…). 

 

C. Étiologies des cardiopathies congénitales 

Dans la majorité des cas, surtout lorsque la malformation cardiaque est isolée, c’est-à-

dire non syndromique, l’étiologie reste inconnue (Blue et al. 2017). Les infections virales, 

comme la rubéole, ou l’exposition à des toxiques pendant la grossesse (tabac, alcool) jouent un 

rôle important dans la survenue des anomalies cardiaques. Il est aussi démontré que le manque 

de folates et d’homocystéïne entraine une augmentation des MCC par défaut de fermeture du 

tube neural (Hernández-Díaz et al. 2000; Kapusta et al. 1999). Les rétinoïdes en activant la 

vitamine A jouent également un rôle dans le développement embryonnaire. Le manque ou 

l’excès d’acide rétinoïque induit ainsi un large spectre d’anomalies en particulier sur la voie 

efférente (Jiang et al. 2002). Enfin, les maladies chroniques maternelles (diabète, lupus, 

phénylcétonurie) et les médicaments maternels pris pendant la grossesse (thalidomide, 

lithium, anti-inflammatoires, anti-convulsivants) peuvent être impliqués dans l’apparition des 

MCC. 

L’origine génétique des cardiopathies congénitales est étudiée depuis les années 1950s. 

Seulement 10% des cardiopathies sont familiales ce qui a rendu difficile les premières 

techniques d’explorations génétiques (approche gène candidat par analyse de liaison avec 

ségrégation selon les lois mendéliennes). D’autre part, l’importante hétérogénéité génétique 

des malformations cardiaques et leur relative faible prévalence rend difficile les études 

d’association pangénomique GWAS. L’hypothèse initiale de la classification mécanistique 

suggère qu’une anomalie génétique perturbe un processus embryologique de la morphogénèse 

cardiaque conduisant à un groupe de cardiopathies hétérogènes anatomiquement mais 

procédant du même défaut de développement (Clark 1996). James Nora en 1968 décrit pour la 

première fois la possibilité d’un déterminisme multifactoriel impliquant plusieurs loci et une 

variabilité d’expression en rapport avec des facteurs hémodynamiques, mécaniques et 

environnementaux qui interagissent précocément (NORA 1968). D’autres travaux plus récents 
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montrent, eux, que dans un pourcentage indéterminé de cas les CC sont secondaires à des 

mutations ponctuelles dont les conséquences sont proches d’une hérédité mendélienne avec 

pénétrance incomplète et expressivité variable (Blue et al. 2017). Les anomalies génétiques 

peuvent être héritées d’un ou des deux parents, ou survenir « de novo ». Les notions de dosage 

génique, de redondance et de régulation chromatinienne au cours de la cardiogénèse ont 

également une place à prendre dans l’explication des MCC. 

Environ 30% des fœtus avec une cardiopathie ont des anomalies chromosomiques 

comme la trisomie 21, la trisomie 13, la trisomie 18, le syndrome de Turner ou d’autres 

microremaniements chromosomiques (délétion 22q11, délétion 7q11.23,…). Grâce aux 

techniques de cytogénétique quantitative comparative (ACPA, analyse chromosomique sur 

puce à ADN ou CGH-array en anglais), plusieurs variations de nombre de petites régions 

chromosomiques (CNV, Copy Number Variations) ont été mises en évidence (délétion ou 

duplication) (Thienpont et al. 2007; Zaidi and Brueckner 2017). Certaines malformations 

cardiaques sont aussi en rapport avec une anomalie génétique syndromique et désormais près 

de 200 syndromes ont dans leur description une cardiopathie (Kabuki, Alagille, Noonan, Ellis 

van Creveld). Les principaux syndromes d’origine génétique ou chromosomique impliquant 

une anomalie cardiaque m’ont donné l’occasion de la rédaction de deux chapitres d’ouvrages 

spécialisés en médecine vasculaire ou cardiologie pédiatrique congénitale, et de la création d’un 

tableau didactique de synthèse (Annexes 1 et 2). Ces cardiopathies d’origine chromosomique 

ou monogénique impliquent souvent des facteurs de transcription de la cardiogénèse (cf. 

paragraphe A). 

Au cours de ces vingt dernières années, l’identification des mécanismes génétiques n’a 

fait que progresser notamment grâce à l’utilisation à grande échelle des récentes technologies 

d’analyse moléculaire (Blue et al. 2014) mais également grâce à l’étude de modèles animaux 

présentant des cardiopathies après inactivation spontanée ou induite de gènes (Li et al. 2015). 

Le développement cardiaque de la souris est notamment très proche de celui de l’humain et 

permet des analyses à l’échelle macroscopique, microscopique et moléculaire (Wessels and 

Sedmera 2003). 

Dans une exhaustive revue de la littérature basée sur les résultats récents de séquençage 

massif en parallèle de grosses cohortes de patients avec MCC, Blue estime que l’étiologie des 

cardiopathies congénitales est désormais identifiée dans à peine 20% des cas sporadiques 

versus la moitié des cas dans les formes familiales ou syndromiques (Figure 12) (Blue et al. 

2017). 



 33 

De façon intéressante, parmi les gènes récemment identifiés, plusieurs avaient déjà été 

rapportés pour leur implication dans le développement cérébral. Cette découverte renforce 

le lien étroit entre embryogenèse cardiaque et cérébrale, déjà souligné par la surreprésentation 

des troubles neurodéveloppementaux chez les patients MCC indépendamment d’autres facteurs 

confondants tels que l’hématose ou les conditions opératoires (Simmons and Brueckner 2017). 

 

Figure 12 : Proportion de patients avec étiologie génétique identifiée 
D’après Blue et al (Blue et al. 2017). Identification des causes génétiques responsables des MCC dans 
les formes familiales, les formes sporadiques et les formes syndromiques associant des anomalies 
extracardiaques. Les patients sont représentés en bleu dans les arbres généalogiques. Les techniques 
moléculaires utilisées pour l’identification des causes génétiques sont précisées entre parenthèses. CMA, 
chromosomal microarray (ACPA en français) ; CNV, copy number variation ; ECA, extracardiac congenital anomalies ; ES, 
exome sequencing ; WGS, whole genome sequencing. 

 

Globalement, l’apparition d’une MCC donnée peut donc relever de plusieurs 

mécanismes et/ou de la perturbation de plusieurs gènes agissant en interrelation (Clark 1996), 

et notamment de plusieurs facteurs de transcription qui contrôlent la différenciation cardiaque 

selon une interdépendance complexe (Luna-Zurita et al. 2016). Il est même possible que 

l’association de plusieurs variants fréquents avec peu d’effet chacun soit la cause sous-jacente 

de certaines cardiopathies congénitales (Marian 2012). 

 

D. Malformations cardiaques et anomalies de latéralisation Gauche-Droite 

La latéralisation du cœur marque le début du développement cardiaque. Il est 

maintenant démontré que les patients avec hétérotaxie ont une incidence augmentée de 

malformations cardiaques, associées ou non à des malformations extra-cardiaques telles qu’un 

foie médian, une malrotation intestinale, une atrésie des voies biliaires ou un polysplénisme. 
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En plus d’être malformé le cœur peut également occuper une place inhabituelle dans le thorax. 

On parle de dextrocardie lorsqu’il est situé à droite du sternum ou de mésocardie lorsqu’il est 

au centre. Dans une vaste étude épidémiologique rétrospective incluant 517 patients avec 

défauts de latéralisation G-D, Lin montre que 90% des patients avec hétérotaxie présentent une 

cardiopathie congénitale associée (versus 41% pour les patients en situs inversus totalis) (Lin 

et al. 2014). Il s’agit souvent de malformations cardiaques complexes, surtout en cas 

d’isomérisme droit, dont la gravité fait tout le pronostic des syndromes d’hétérotaxie. Même en 

cas de transplantation cardiaque, le pronostic reste sombre (Duong et al. 2019). On observe 

classiquement : ventricule droit à double issue, anomalie du retour veineux pulmonaire totale 

ou partielle, interruption de la veine cave inférieure, canal atrio-ventriculaire, double veine cave 

supérieure, ventricule unique, atrésie pulmonaire. En outre, des anomalies de latéralisation G-

D sont retrouvées chez 3% des patients porteurs d’une CC (Lin et al. 2014). Cette proportion 

augmente même jusqu’à 16% parmi les 82 fœtus porteurs de MCC explorés par Atkinson 

(Atkinson and Drant 1998).  

Une description segmentaire de la disposition anatomique à l’étage auriculaire, à 

l’étage ventriculaire et à l’étage artériel ainsi que l’analyse des jonctions entre les segments, 

sont souvent nécessaires pour un diagnostic exhaustif et la détermination d’un projet 

thérapeutique adapté (Van Praagh 1985). Toutes les malformations cardiaques peuvent se 

rencontrer quelque soient les anomalies de latéralité associées, mais certaines sont toutefois 

plus fréquentes lors des situations d’isomérisme droit ou gauche (Tableau 1) (Versacci et al. 

2018). Des anomalies de la conduction cardiaque peuvent également être présentes, en rapport 

avec une hypoplasie ou une absence du nœud sinusal et/ou du nœud atrioventriculaire. Le 

pronostic de la cardiopathie n’en est alors que plus altéré. 
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Isomérisme droit Isomérisme gauche 
Lévocardie/Mésocardie/Dextrocardie Lévocardie/Mésocardie/Dextrocardie 

VCI et aorte du même côté, à droite ou à gauche du 
rachis 

Interruption de la VCI avec continuité azygos 

VCSG sans sinus coronaire VCSG avec parfois unroofing du sinus coronaire 
RVPA total (habituellement extracardiaque) RVPA partiel 

Oreillette unique avec oreillettes bilatérales de 
morphologie droite 

Oreillette unique ou CIA ostium primum avec 
oreillettes bilatérales de morphologie gauche 

D- ou L-loop ventriculaire D- ou L-loop ventriculaire 
CAV complet CAV partiel 

Ventricules déséquilibrés souvent aux dépends du 
gauche 

Ventricules équilibrés 

VDDI ou D-TGV +/- sténose ou atrésie pulmonaire Gros vaisseaux normoposés 
Sténose ou atrésie pulmonaire (>90% des cas) Sténose ou atrésie pulmonaire (environ 30% des cas) 

Crosse aortique droite Obstructions du cœur gauche (sténose mitrale ou 
coarctation aortique) 

Nœud sinusal bilatéral Hypoplasie ou absence de nœud sinusal 
 
Tableau 1 : Principales malformations cardiaques en cas d’isomérisme droit ou gauche 
Adapté d’après Versacci et al (Versacci et al. 2018). CAV, canal atrioventriculaire ; CIA, communication 
interauriculaire ; RVPA, retour veineux pulmonaire anormal ; VCI, veine cave inférieure ; VCSG, veine cave supérieure 
gauche ; VDDI, ventricule droit à double issue. 

 

Dès 1998, Brett Casey, l’un des pionniers de la génétique de l’hétérotaxie, s’interrogeait 

sur la possibilité que certaines cardiopathies congénitales complexes isolées soient des 

manifestations d’aberrations du développement de l’asymétrie G-D même en l’absence 

d’autres anomalies viscérales associées (Casey 1998). Cette hypothèse reposait notamment sur 

l’observation de plusieurs familles avec hétérotaxie dont l’expression phénotypique semblait 

très variable d’un individu à un autre quel que soit le mode de transmission (autosomique 

dominant, autosomique récessif, lié à l’X). 

Des mutations des gènes impliqués dans le contrôle précoce de la latéralisation G-D et 

de la cardiogénèse peuvent donc causer des syndromes d’hétérotaxie ou simplement des 

malformations cardiaques isolées. C’est le cas des anomalies des gènes impliqués dans la 

latéralité à l’étape de la loop cardiaque et qui seraient à l’origine de cardiopathies isolées avec 

discordance intersegmentaire telles que la transposition des gros vaisseaux et la double 

discordance (Desgrange, Garrec, and Meilhac 2018). Des criblages à large échelle d’embryons 

murins soumis à une mutagénèse aléatoire induite chimiquement par l’ethyl-nitroso-urée 

(ENU) ont permis de suggérer il y a une dizaine d’années l’importance jouée par les anomalies 

de latéralisation G-D dans le développement des MCC. Ainsi, parmi 200 lignées de souris 

mutées présentant des CC, Liu identifia dans pas moins de 30% d’entre elles, des anomalies en 

rapport avec un syndrome d’hétérotaxie (X. Liu et al. 2014). Toutes les voies de signalisation 
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jouant un rôle dans le développement cardiaque (Shh, Wnt, TGFb, signaux calciques) 

peuvent être impliquées comme l’a montré Li dans son analyse extensive de séquençage 

exomique (WES, whole exome sequencing) chez des souris porteuses de MCC (Figure 13B) 

(Li et al. 2015).  

Parallèlement, les ciliopathies (anomalies structurelles ou fonctionnelles des cils) 

occupent une place importante dans la pathogénie des syndromes d’hétérotaxie et des 

malformations cardiaques complexes. D’abord supporté par des études chez des modèles 

murins (Tan et al. 2007; Li et al. 2015) (Figure 13A), le rôle central du cil est désormais 

démontré dans plusieurs études cliniques humaines qui montrent une prévalence significative 

d’anomalies ciliaires parmi les patients avec MCC. Aussi bien les cils primaires que les cils 

mobiles sont impliqués dans ces dysfonctions pouvant également être à l’origine de symptômes 

ou maladies respiratoires. Par exemple, en cas de dyskinésie ciliaire primitive (DCP), 

l’immobilité ou la dyskinésie des cils de l’épithélium respiratoire est responsable d’une 

anomalie de clairance du mucus des voies aériennes causant une maladie sinusienne et 

respiratoire. Parmi ces patients, 6-12% présentent aussi une hétérotaxie associée ou non à une 

malformation cardiaque complexe. Dès 1976, Afzelius rapporte le phénotype de quatre patients 

avec syndrome de Kartagener qui associent infections chroniques des voies respiratoires (DCP), 

troubles de la fertilité masculine (spermatozoïdes immobiles) et situs inversus dans 50% des 

cas, et chez qui il identifie en microscopie électronique des anomalies de l’axonème des cils de 

l’épithélium respiratoire et des flagelles des spermatozoïdes (Afzelius 1976). Il décrit ainsi le 

« syndrome du cil immobile » pour expliquer les différents symptômes des malades. Cette 

origine commune des anomalies de latéralisation G-D et des DCP (OMIM 244400) n’est plus 

très surprenante puisque l’on sait maintenant que les cils mobiles à la surface du NE et ceux de 

l’épithélium des voies aériennes sont organisés suivant le même modèle et partagent la 

plupart des mêmes protéines. Cela explique que sans forcément exprimer toutes les 

caractéristiques de la DCP, près de la moitié des patients avec hétérotaxie ont une dysfonction 

ciliaire respiratoire révélée par une concentration nasale en monoxyde d’azote (NO) basse et 

une altération de la motricité lors de l’observation d’une biopsie de tissu nasal en 

vidéomicroscopie (Nakhleh et al. 2012). Cette prévalence reste également anormalement élevée 

lorsque l’on s’intéresse uniquement aux patients avec MCC isolée (Garrod et al. 2014). Ces 

caractéristiques ne sont pas anodines puisqu’elles augmentent la morbidité respiratoire des 

MCC en particulier en période post-opératoire (Harden et al. 2014). La ciliogénèse et la 

fonction ciliaire jouent donc un rôle important dans l’établissement de la latéralisation G-D 
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(positionnement des organes viscéraux, formation du cœur) puis secondairement dans le 

fonctionnement correct de nombreuses structures ciliées.  

 

 
 
Figure 13 : Gènes impliqués dans les MCC chez la souris 

Diagrammes représentant les différents gènes impliqués dans les malformations cardiaques des modèles 
murins de Li et al (Li et al. 2015). Les mutations sont induites par exposition à l’ENU. Les rôles de 
chaque gène dans la ciliogénèse (A) et/ou les voies de signalisation de la cardiogénèse (B) sont 
représentés.  

A 

B 
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IV. Transposition des gros vaisseaux et Double discordance 

Parmi les cardiopathies congénitales humaines, nous nous intéresserons 

particulièrement à la transposition des gros vaisseaux (TGV) et à la double discordance (DD) 

pour lesquelles les mécanismes embryologiques et les causes restent encore mystérieux et 

sources de multiples débats. Ces deux malformations cardiaques qui impliquent une 

discordance ventriculo-artérielle et donc une anomalie de la voie d’éjection du cœur sont 

particulièrement intrigantes (Figure 14). En fonction des auteurs et des chercheurs, elles 

impliquent soit des anomalies du wedging et du développement du pôle artériel en rapport 

avec le second champ cardiaque (cardiopathie conotroncale), soit des anomalies de la loop 

cardiaque secondaires à des perturbations des gènes de la latéralité G-D (randomisation de 

l’établissement de la latéralisation G-D). 

 

 

Figure 14 : Schémas de la transposition des gros vaisseaux et de la double discordance 
(A) Cœur normal : le ventricule droit (RV) donne naissance à l’artère pulmonaire en avant tandis que 
du ventricule gauche (LV) sort l’aorte. (B) Transposition des gros vaisseaux : l’aorte et l’artère 
pulmonaire sont parallèles et naissent respectivement du ventricule droit et du ventricule gauche. (C) 
Double discordance : le cœur présente une discordance atrioventriculaire et ventriculo-artérielle. 
Remerciements au Dr Gaudin pour ses schémas. 
 

La TGV est la CC cyanogène la plus fréquente en période néonatale (5% des MCC). 

Elle consiste en une discordance ventriculo-artérielle, c’est-à-dire que le ventricule droit donne 

naissance à l’aorte tandis que l’artère pulmonaire sort du ventricule gauche. La valve aortique 

se retrouve alors antérieure à la valve pulmonaire avec un conus sous-aortique et une 

continuité fibreuse mitro-pulmonaire. Des anomalies coronaires peuvent être associées. Cette 

CC est une urgence néonatale et se révèle dès les premiers jours de vie requérant une prise en 

charge chirurgicale rapide (switch artériel avec réimplantation coronaire). La TGV est le plus 

A 
B C 
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souvent isolée mais peut parfois être associée à des anomalies de latéralisation G-D 

(hétérotaxie). Le risque de récurrence familiale est faible. Les causes moléculaires d’ors et déjà 

identifiées dans les modèles animaux et/ou chez les patients m’ont donné l’occasion de la 

rédaction d’un chapitre dans le livre CONGENITAL HEART DISEASES: THE BROKEN 

HEART présenté en Annexe 3 (Bouvagnet and Bellaing 2016). Elles impliquent de 

nombreuses voies de signalisation dont 1/celles très précoces du nœud embryonnaire avec ses 

cils nodaux mobiles et immobiles (NPHP4), et 2/celles ultérieures des autres étapes de la 

latéralisation G-D (gènes ACVR2B, CFC1, GDF1, LEFTY2, MYH6, MKRN2, NAA15, NODAL, 

RAB10, SMAD2, ZIC3). Seul le gène MEDL13 (PROSIT240) n’a jamais été associé à un 

phénotype d’anomalie de latéralité. 

La double discordance est une malformation cardiaque rare (<1% de l’ensemble des 

malformations cardiaques) et encore plus mystérieuse. Elle associe, comme son nom l’indique, 

une double anomalie de connexion, à l’étage atrioventriculaire et à l’étage ventriculo-artériel. 

Cette association conduit finalement à une circulation physiologique du cœur en série.  

Depuis sa première description anatomique en 1875, de nombreuses théories phylogénétiques 

ont été publiées. Après une revue exhaustive de la littérature anglosaxonne, nous supportons 

l’hypothèse d’un modèle physiopathologique multifactoriel impliquant notamment des 

anomalies dans les gènes de la mise en place de la latéralité G-D avec des modificateurs 

génétiques et environnementaux. Basé sur des résultats récents génétiques, épidémiologiques 

et expérimentaux, nous suggérons que la DD est le fruit d’une anomalie de la loop cardiaque 

qui se fait plutôt vers la gauche que vers la droite au tout début de la cardiogénèse. Ce travail 

fait l’objet d’un manuscrit présenté ci-après qui est actuellement en révision mineure dans le 

Journal of the American Heart Association (JAHA). 
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V. Objectifs et déroulement de la thèse 

Le travail de recherche conduit au cours de cette thèse s’est déroulé « de l’homme à la 

souris » afin d’identifier de nouveaux gènes responsables de malformations cardiaques et 

d’anomalies de la latéralisation G-D, et d’en étudier les mécanismes moléculaires et 

physiopathologiques. Il a débuté par l’étude de cas familiaux présentant une récidive de 

malformations cardiaques congénitales au fil des générations. Grâce à une stratégie combinée 

d’identification de gènes candidats associant analyse de liaison et séquençage exomique 

(WES), j’ai contribué à plusieurs projets au sein des laboratoires de recherche de Lyon (France) 

et de Pittsburgh (USA) pour proposer de nouveaux gènes responsables de CC et en démontrer 

la causalité en apportant des données fonctionnelles (étude histochimique par 

immunofluorescence,…) et en développant des modèles animaux notamment murins. Les 

différents projets auxquels j’ai contribué, soit par l’analyse des données bioinformatiques, soit 

lors des manipulations en paillasse pour les études fonctionnelles et les modèles animaux ont 

fait l’objet de plusieurs manuscrits soumis et/ou publiés. Ces travaux seront présentés 

successivement dans les chapitres de résultats de la thèse.  
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CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES 
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Dans ce chapitre Matériel et Méthodes, je décrirai principalement les techniques de 

séquençage exomique qui ont fait l’objet du début de chacun de mes travaux pendant cette 

thèse que ce soit dans le laboratoire de Lyon en France (HCL, Groupement Hospitalier Est) 

ou celui de Pittsburgh (Département de Biologie développemental, Dr Lo) lors de mon année 

de mobilité internationale aux États-Unis. 

 

Plusieurs familles, remarquables par leur récurrence de malformations cardiaques 

isolées au fil des générations ou par leur consanguinité, ont été identifiées. Une approche 

combinée de clonage positionnel associant analyse de liaison et séquençage exomique a été 

réalisée dans ces familles à forte probabilité de maladie monogénique. Les prélèvements 

sanguins des patients et de leurs apparentés sains, utilisés dans ces travaux, ont été collectés 

après obtention des consentements éclairés des majeurs ou des parents des mineurs.   

Le génotypage réalisé sur plus de 500 000 SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) 

répartis sur l’ensemble des chromosomes a permis de réaliser des analyses de liaison et de  

déterminer pour chaque famille les régions du génome où la mutation causale de la maladie 

devait se trouver (régions chromosomiques similaires entre les cas familiaux et les 

homozygotes) et les régions au contraire où la mutation ne pouvait pas se situer en se servant 

des résultats des analyses paramétriques et non paramétriques préalables. 

Le séquençage à haut débit (NGS, Next Generation Sequencing) des exomes entiers 

(WES, Whole Exome Sequencing) cible uniquement la partie codante du génome, soit 

environ 1,2% du génome humain (exons des 20 000 gènes codant une protéine) mais permet 

un séquençage massif en parallèle en quelques jours.  

L’ADN génomique est extrait et fragmenté à partir d’un échantillon de sang avant d’être 

ligué à des adaptateurs spécifiques de séquençage possédant un index de reconnaissance de 

l’échantillon. Les séquences exoniques obtenues sont amplifiées par PCR puis hybridées avec 

des sondes nucléiques couvrant les régions d’intérêt du génome, qui seront finalement capturées 

pour être séquencées. Le séquençage inclue une étape d’amplification clonale puis un 

séquençage en temps réel base après base générant un signal fluorescent dont la lecture 

automatisée permet de reconstituer les séquences d’ADN (un signal fluorescent associé à 

chacun des quatre nucléotides de l’ADN, base calling) (Figure 15). 

 

Les données extraites de ce séquençage sont traitées en bioinformatique par des 

« pipelines » permettant l’alignement de la séquence au génome de référence (mapping). La 

séquence alignée est ensuite comparée à l’ADN de référence pour détecter des variations et 
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annoter les variants (variant calling) (Figure 16). Ces derniers sont ensuite analysés en 

interrogeant notamment des bases de données publiques afin d’identifier parmi les nombreux 

variants retrouvés ceux ayant une signification dans le phénotype clinique des patients. 

Classiquement, environ 20 000 variants codants sont initialement obtenus à l’issu du WES. 

Après comparaison avec les bases de données telles que Single Nuclotide Polymorphism 

database (dbSNP), 1000 Genomes Project, Exome Variant Server (EVS), Human Gene 

Mutation Database (HGMD) ou encore Exome Aggregation consortium (ExAC) qui regroupe 

les données de plus de 60 000 exomes (adultes sains et atteints de maladies communes), seuls 

200 variants rares (définis par une fréquence Minor Allele Frequency <1% chez les contrôles) 

sont véritablement considérés pour la suite de l’analyse bioinformatique (Figure 17). D’autres 

filtres vont alors être appliqués dont la nature moléculaire des variants (mutation stop, mutation 

dans des séquences conservées au fil de l’évolution et des espèces,…) et leur répercussion 

biologique. Des logiciels in silico comme SIFT, Mutation Taster et Polyphen 2 peuvent en 

particulier aider pour ces prédictions fonctionnelles (impact sur la structure et la fonction de la 

protéine). L’étude de la conservation entre les espèces (phylogénie) de la séquence 

nucléotidique et peptidique des variants suspects grâce à des bases de données d’alignement 

peut être réalisée. La consultation des atlas d’expression protéique permet d’identifier les 

tissus où les gènes identifiés sont les plus exprimés dans l’organisme. La construction de 

modèles en 3 dimensions de la protéine altérée peut permettre d’observer sa conformation 

tertiaire modifiée et de voir le type de site protéique atteint par la mutation. Par ailleurs, le mode 

de transmission attendu peut permettre de filtrer les mutations hétérozygotes (transmission 

autosomique dominante) versus homozygotes ainsi que celles héritées versus de novo chez le 

cas index. Enfin, en cas d’analyse de liaison préalable dans la famille, la recherche de mutation 

causale peut être focalisée dans certaines régions cibles du génome.  
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Figure 15 : Principales étapes du séquençage haut débit 
D’après Paria (Paria et al. 2013). A partir d’un échantillon de sang, l’ADN est finement fragmenté pour 
être hybridé avec des séquences nucléiques couvrant les régions d’intérêt du génome. Celles-ci sont 
ensuite capturées, amplifiées puis séquencées en quelques heures. 

 

 
 

Figure 16 : Workflow du travail de bioinformatique post-WES 
D’après Paria (Paria et al. 2013). Les séquences codantes obtenues au décours du WES sont alignées 
sur le génome de référence (mapping) puis les variants annotés. Ceux-ci seront ensuite filtrés suivant de 
nombreuses bases de données publiques et des critères préalablement fixés (mode de transmission, effet 
sur la protéine, fréquence dans la population contrôle,…). 
 

 

 

Figure 17 : Etapes de filtration des variants obtenus après séquençage exomique 
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Les gènes candidats suspectés à l’issu du travail de WES peuvent ensuite être confortés 

par l’analyse de la ségrégation du ou des allèles mutés au sein de la famille. Le séquençage de 

la mutation peut lui être confirmé par analyse manuelle de Sanger. 

Les études de WES peuvent être réalisées sur une large cohorte de patients exprimant le 

même phénotype clinique (même MCC par exemple) ou à l’échelle d’une famille (étude de trio 

avec parents sains-enfant atteint ou analyse de transmission de la maladie au sein d’une fratrie 

ou au fil des générations). L’une ou l’autre des stratégies a été utilisée dans les différents travaux 

présentés ci-après. L’hypothèse du mode d’hérédité de la MCC oriente le choix et le nombre 

d’individus séquencés. 

Les effets des mutations mises en évidence dans cette première partie des études ont 

ensuite fait l’objet d’analyses fonctionnelles à l’aide de divers modèles selon les travaux 

(culture cellulaire, modèles animaux,..) afin de démontrer la pathogénicité du ou des variants 

identifiés (Figure 18).  

J’ai en particulier travaillé sur des analyses histochimiques réalisées sur des cellules 

souches embryonnaires issus de souris ou de patients. J’ai également participé au diagnostic 

prénatal d’embryons de souris en réalisant des échocardiographies à différents stades 

embryonnaires à la recherche de MCC parmi les mutants. Le dépistage échographique était 

ensuite confirmé par autopsie des litières et imagerie par microscopie en épifluorescence. 

Nous avons appliqué ces différentes stratégies méthodologiques d’identification de 

gènes pour l’étude de malformations cardiaques isolées simples (communication inter-

auriculaire, bicuspidie aortique) ou plus complexes associées à des défauts de la latéralisation 

G-D (transposition des gros vaisseaux, hétérotaxie,…). Les résultats ont fait l’objet de 

manuscrits publiés ou soumis qui sont présentés dans les chapitres suivants. 
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Figure 18 : Synthèse schématique de la méthodologie de la thèse 
Ce schéma représente les différentes étapes qui ont guidé l’ensemble de mes travaux de thèse, de 
l’Homme à la souris. 
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CHAPITRE III : RESULTAT 1 
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I. Présentation de l’article 1 

Nous avons considéré dans ce premier travail une cohorte de plusieurs dizaines de patients 

avec transposition des gros vaisseaux. Grâce aux résultats du séquençage exomique obtenu 

pour l’ensemble d’eux, nous avons noté un étonnant enrichissement de variations pathogènes 

dans le gène MEGF8. Ce dernier code pour une protéine transmembranaire et intervient dans 

la voie de signalisation Sonic Hedgehog (Pusapati et al. 2018). Chez la souris, des données 

antérieures du laboratoire de Cécilia Lo à Pittsburgh ont montré que des mutations faux-sens 

bi-alléliques de Megf8 obtenues par mutagénèse chimique aléatoire (ENU) sont responsables 

de défaut de latéralité G-D avec malformation cardiaque sévère (Z. Zhang et al. 2009). 

Chez l’Homme, les variations homozygotes du gène MEGF8 sont déjà rapportées dans le 

syndrome autosomique récessif de Carpenter qui inclue des anomalies squelettiques, des 

anomalies pré-axiales des doigts et des CC (Twigg et al. 2012). Le rôle moléculaire joué par 

MEGF8 restait jusqu’alors mystérieux. 

D’un autre côté, au sein de l’équipe du laboratoire Rajat Rohatgi à Stanford, des 

constatations phénotypiques et moléculaires un peu similaires étaient faites pour la protéine 

MGRN1, elle aussi impliquée dans la régulation négative de la voie Shh. 

Nous avons donc associé nos travaux et résultats à l’aide de cultures cellulaires et modèles 

animaux murins pour montrer l’interaction génétique et biochimique de ces deux molécules 

dans la modulation de la cascade Shh au sein des cellules cibles. En formant un complexe 

enzymatique Ubiquitine ligase à la surface cellulaire, elles catalysent l’ubiquitination et la 

dégradation du transducteur Smoothened (Smo) au tout début de la voie de signalisation Shh. 

En cas de perte de fonction chez la souris de Megf8 et Mgrn1, le ligand Smo s’accumule dans 

les cellules et des anomalies de la latéralisation G-D sont observées. 

Le détail des résultats obtenus dans ce travail collaboratif Pittsburgh-Stanford est présenté 

dans l’article ci-après. Il permet d’établir l’importance de la voie Shh dans l’établissement de 

la latéralisation G-D et dans la cardiogénèse. 

 

Les premiers résultats de ce travail ont été présentés lors d’une communication au congrès 

annuel de l’American Heart Association (AHA) à Chicago en novembre 2018 puis ont fait 

l’objet d’un manuscrit publié en novembre 2020. 
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II. Article 1
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CHAPITRE IV : RESULTAT 2 
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I. Présentation de l’article 2 

Ce deuxième travail s’est axé sur les mécanismes moléculaires à l’origine de la rupture 

très précoce de la symétrie G-D au sein du NE, c’est-à-dire au sein de la structure organisatrice 

G-D d’un certain nombre de vertébrés. Ce projet original s’est concentré sur les gènes perdus 

au cours de l’évolution et présents uniquement chez les espèces avec structure organisatrice 

G-D ciliée (versus les espèces avec structure organisatrice G-D non ciliée employant des 

mécanismes alternatifs d’établissement de la latéralisation G-D). Cette approche 

phylogénétique a permis d’identifier le gène TOUT-DE-TRAVERS (TDT) qui code pour une 

protéine extracellulaire très conservée au sein des vertébrés ayant gardé une structure 

organisatrice avec cils (poissons, amphibiens, souris, Hommes). Ce gène est par contre absent 

chez les oiseaux et les reptiles, et dégradé chez les cetartiodactyles (pseudogène). Il code pour 

une métalloprotéinase zinc-dépendante appartenant à la famille des Leishmanolysines du 

groupe des Metzincins. L’invalidation du gène par technique d’édition de gène CRISPR-Cas 9 

chez le poisson-zèbre entraîne une randomisation de la boucle cardiaque et d’autres anomalies 

viscérales de la latéralité G-D (situs ambigus). Des mutations bialléliques ont été identifiées 

chez 21 patients présentant des syndromes d’hétérotaxie avec MCC sans aucun signe associé 

de ciliopathie.   

 
Ce travail a permis d’illustrer le rôle des métalloprotéases matricielles dans la mise en 

place de l’asymétrie G-D au cours du développement embryonnaire. Il fait l’objet d’un 

manuscrit en cours de soumission. Il est dans la continuité d’un autre travail auquel j’ai 

participé et qui avait permis d’identifier le gène MMP21 (Matrix Metallopeptidase 21) dans des 

cas d’hétérotaxie non syndromique et de malformations cardiaques par défaut de latéralité avec 

une très forte pénétrance. Ces résultats à l’échelle humaine et animale avaient fait l’objet d’une 

publication en 2016 et d’une partie du travail de thèse du Dr Anne Guimier (Guimier et al. 

2015). Ils ne sont pas réimprimés dans ce manuscrit. 

Ces métalloprotéases agissent en aval du flux nodal qu’elles ne perturbent pas même en cas 

de mutations bi-alléliques. Elles jouent par contre un rôle important dans l’établissement de la 

latéralité G-D et précédent la cascade Nodal. 
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II. Article 2
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CHAPITRE VI : RESULTATS-AUTRES ARTICLES 
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I. Présentation des autres articles 

Au cours de cette thèse, j’ai également activement participé à deux autres travaux 

s’intéressant à des malformations cardiaques plus fréquentes et plus simples : la communication 

inter-auriculaire (CIA) et la bicuspidie aortique. Cette dernière concerne 1% de la population 

générale et est le plus souvent asymptomatique jusqu’à l’âge adulte. 

 

En réalisant le séquençage génomique et l’analyse de liaison d’une vaste famille associant 

plusieurs cas de CIA à travers différentes générations, nous avons mis en évidence la co-

ségrégation de mutations dans deux gènes codant pour des protéines de liaison à l’actine (actin 

binding protein en anglais) que sont TMP1 et TLN2. Lorsqu’elle est isolée, la mutation de TPM1 

est létale précocement pendant la vie fœtale du fait d’une activation majeure de l’apoptose avec 

réduction de la prolifération cellulaire au niveau des cardiomyocytes. Lorsqu’elle est associée 

à une mutation de TLN2, dite « protectrice », le phénotype cardiaque est alors plus modéré et 

responsable uniquement d’une CIA. Cette hypothèse a ensuite été vérifiée grâce à des Xenopus 

et des souris remaniés par technique de CRISPR-Cas 9 avec l’une et/ou l’autre des mutations. 

 

Le dernier travail réalisé est une étude de cohorte incluant 1519 patients avec obstacle à 

l’éjection du cœur gauche (bicuspidie aortique, coarctation aortique, hypoplasie du ventricule 

gauche) chez qui nous avons mis en évidence un significatif enrichissement de la délétion 

16.7/13.3 kb du cluster PCDHA versus une population contrôle sans malformation. Les 

patients homozygotes pour cette délétion ont un risque particulièrement élevé de coarctation et 

d’hypoplasie du ventricule gauche témoignant d’un effet de dosage génique pour la pénétrance 

phénotypique. D’autres variants et des modificateurs épigénétiques doivent participer à la 

modulation du phénotype clinique allant de la bicuspidie aortique très fréquente dans la 

population générale à l’hypoplasie du ventricule gauche extrêmement rare et grave. 

 

Ces deux projets font l’objet de manuscrits actuellement en cours de soumission. 
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II. Autres articles
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CHAPITRE VII : DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
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 Ce travail de thèse concernant les malformations cardiaques impliquées dans les 

anomalies de latéralisation G-D contribue à enrichir les connaissances sur le développement 

cardiaque précoce ainsi que sur les différentes voies de signalisation mises en jeu. La stratégie 

de séquençage exomique parmi des cas familiaux ou au sein de vastes cohortes de patients a 

permis d’identifier de nouveaux gènes dont les mécanismes moléculaires ont ensuite été 

confirmés par des études fonctionnelles à l’échelle cellulaire et animale. L’étude des causes 

génétiques des MCC chez l’Homme peut être rendue difficile par leur pénétrance incomplète 

et leur expressivité variable. Les modèles animaux et notamment murins sont alors d’une 

grande aide dans la mesure où ils partagent la même anatomie cardiaque et où le génome de la 

souris est maintenant bien caractérisé et proche de celui du génome humain. Toutefois, certains 

modèles animaux ne survivent pas in utero à la gravité de leur malformation cardiaque. Cela a 

aussi été prouvé chez l’Homme dont les fœtus avec hétérotaxie et MCC présentent un taux très 

élevé de mort fœtal in utero (30-60%) (Taketazu et al. 2006). Il existe donc un biais dans les 

études de population avec une sous-représentation significative des phénotypes les plus sévères 

à la naissance. 

En utilisant les techniques moléculaires les plus récentes de séquençage massif en 

parallèle et des expérimentations d’édition de gène par CRISPR/Cas 9 à l’échelle cellulaire et 

chez des poissons zèbre, Xénopus et souris, nous avons ainsi identifié des variants rares et 

également des variants beaucoup plus fréquents impliqués dans le développement de MCC. 

L’identification de protéines modulatrices (MEGF8 et MGRN1) de la voie de 

signalisation Shh confirme le rôle de cette cascade moléculaire dans la morphogénèse du cœur 

en fonction de gradients temporels et spatiaux. Ces derniers influencent le devenir des 

cellules cibles selon la durée, le lieu et l’amplitude résiduelle du signal. L’implication de la voie 

Shh dans les anomalies de latéralisation G-D (perte ou augmentation du signal) a déjà été 

suggérée par le passé avec notamment une impossibilité de réaliser la loop cardiaque pour les 

souris avec mutation de Smo (X. M. Zhang, Ramalho-Santos, and McMahon 2001) et une 

boucle inversée dans 30 à 40% des cas lorsque le régulateur négatif Sufu est absent (Cooper et 

al. 2005). Nos travaux sont une des premières démonstrations des interactions 

oligogéniques qui peuvent intervenir dans la modulation du phénotype clinique des MCC 

(Gifford et al. 2019). Les souris hétérozygotes Megf8m/+ et Mgrn1m/+ sont normales tandis que 

les doubles hétérozygotes Megf8m/+ ; Mgrn1m/+ (haploinsuffisance synthétique) présentent des 

anomalies de latéralité et des MCC. En modulant l’intensité du signal Shh dans les cellules, le 

complexe protéique joue un rôle important dans la morphogénèse viscérale et notamment 

cardiaque. Il existe également un effet de dosage génique. Plus le nombre de gènes avec allèles 
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muté augmente, plus le signal Shh est réprimé (moins de complexes protéiques 

transmembranaires fonctionnelles disponibles). Enfin, la voie de signalisation Shh contribue 

aussi au développement du second champ cardiaque et participe à l’élaboration de la voie 

d’éjection. Ainsi, les cardiopathies observées chez les souris mutantes et chez les patients 

peuvent être expliquées à la fois par des anomalies précoces de la mise en place de la 

latéralisation G-D mais également par des anomalies plus tardives au moment du wedging et 

du développement de la voie d’éjection. Il est probable que d’autres facteurs génétiques et 

environnementaux participent encore à la modulation du phénotype clinique définitif.  

 

 Lors de ces travaux, nous avons mis en évidence le rôle de deux métalloprotéases 

matricielles impliquées dans la signalisation G-D au cours du développement embryonnaire 

(TDT et MMP21) à un stade très précoce et avec une action limitée dans le temps et dans 

l’espace. La perte de fonction de chacun de ces gènes est responsable de MCC. Les substrats et 

les potentiels partenaires de ces protéines ne sont pas encore identifiés. Leur mode d’action et 

leur régulation ne sont pas non plus encore connues. Nous suspectons que ces gènes qui suivent 

le même patron de perte génomique au cours de l’évolution sans être localisés sur les mêmes 

chromosomes, fassent partie d’un opéron fonctionnel. Des modèles animaux de co-

invalidation de plusieurs de ces gènes pourraient faire l’objet de travaux ultérieurs pour mieux 

comprendre leur interrelation ainsi que la voie de signalisation qu’ils mettent en jeu pour 

participer au flux nodal extracellulaire déterminant pour l’établissement de l’asymétrie G-D. Il 

est encore difficile de savoir si la perte de cet opéron chez certains vertébrés est la cause ou la 

conséquence de la disparition du caractère cilié de l’organisateur G-D. 

Les gènes étudiés dans cette thèse et impliqués dans les anomalies de latéralisation G-

D n’ont étonnamment aucun impact sur la ciliogénèse contrairement à la plupart des gènes 

rapportés dans les hétérotaxies (cf. Introduction). 

Parallèlement au modèle Mendélien de maladies monogéniques, ces travaux ont à 

plusieurs reprises mis en évidence l’interaction oligogénique qu’il existe dans la 

détermination du phénotype cardiaque des individus. Cela devait contribuer à expliquer 

l’origine des MCC jusqu’alors inconnue chez certains patients. Le rôle de mutations 

protectrices est également abordé. Celles-ci permettent de nuancer des mutations très délétères 

dans le développement embryonnaire, parfois même létales. Elles sont également une 

alternative proposée à la notion de pénétrance incomplète de nombreuses CC familiales. 
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Au-delà des perspectives fondamentales apportées par ces travaux, ces recherches ont 

également un impact clinique. Le conseil génétique est limité dans le domaine des 

cardiopathies congénitales excepté lorsque la mutation responsable est connue. Blue a montré 

que les consultations de conseil génétique dans le cadre des MCC permettaient d’améliorer la 

compréhension des patients et de leur famille sur la cardiopathie (Blue et al. 2015). Les 

nouveaux gènes identifiés dans ce projet seront inclus dans les panels de gènes diagnostiques 

explorés lors des bilans familiaux de cardiopathies congénitales, permettant d’identifier les 

porteurs de mutations et d’adapter pour eux le suivi clinique. Ils permettront également de 

mieux comprendre l’origine des anomalies précoces isolées de la cardiogénèse et d’offrir 

éventuellement la possibilité d’un diagnostic prénatal ou pré-implantatoire. Lorsqu’une 

anomalie génétique est identifiée, elle permet d’expliquer le mécanisme moléculaire impliqué 

dans la MCC du patient mais aussi d’envisager son impact plus global sur le devenir 

cardiaque et extracardiaque du malade. En effet, elle peut induire d’autres perturbations 

biologiques pendant la grossesse puis pendant toute la vie (dysfonction myocardique, trouble 

du rythme cardiaque, anomalie de la croissance, déficit cognitif, développement tumoral,…) 

(Russell et al. 2018). D’autre part, certaines MCC dont la TGV ont un meilleur pronostic 

lorsqu’elles sont diagnostiquées en période anténatale. La détection de facteurs prédisposant 

chez les parents permettrait d’adapter la surveillance échographique fœtale avec une attention 

toute particulière portée à la recherche de CC. 

D’autres mécanismes génétiques restent donc encore à découvrir (mutations 

somatiques, modification de la chromatine, variations des régions non codantes avec régions 

régulatrices et microARN,…) de même que des modificateurs épigénétiques dont certaines 

expositions environnementales. Cela laisse présager bien d’autres travaux de recherche et 

thèses à venir… 
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ANNEXE 3 : 
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