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Avant Propos 
 

Au cours de mon cursus universitaire, je me suis dirigée vers le domaine de la 

biochimie et biologie moléculaire. J’ai réalisé un Master 1 « Sciences biologiques et 

médicales » à Nantes pour me rapprocher de la thématique « santé ». J’ai ensuite poursuivi 

mon cursus universitaire par le Master 2 « Sciences Biologiques et Médicales », spécialité « 

Biologie, Biotechnologies et Recherche Thérapeutique » de Nantes au cours duquel j’ai 

réalisé mon stage à l’institut du thorax UMR915 sous la direction du Docteur Jean Mérot.  

Dans la continuité de mes stages, j’ai poursuivi par une thèse à l’institut du thorax sur 

un nouveau sujet pour lequel aucune étude fondamentale n’avait été développée. L’unité 

UMR915 est une unité mixte de recherche dirigée par le Professeur Pierre Pacaud qui a 

pour objectif de développer une recherche translationnelle majoritairement sur les maladies 

cardiovasculaires. L’avantage de travailler au sein de l’institut du thorax est de partager 

différents points de vue : des cliniciens sur les aspects de la pathologie et des généticiens 

sur l’identification de mutations par des approches à la pointe de la technologie. Ma thèse 

s’est déroulée dans l’équipe « cardiopathies et mort subite » dans la thématique 

« physiologie cellulaire et moléculaire » travaillant majoritairement sur les canaux ioniques, 

ce qui m’a permis de m’ouvrir à d’autres sujets. Ainsi, à partir d’une étude familiale réalisée 

par l’équipe de génétique sur une dystrophie valvulaire liée au chromosome X, des 

mutations dans le gène FLNA ont été identifiées mais, les mécanismes physiopathologiques 

associés n’étaient pas connus. Mon projet de thèse a porté sur l’identification des 

conséquences moléculaires et cellulaires associées aux mutations de la filamine A 

impliquées dans la dystrophie valvulaire liée au chromosome X. 

 

Les objectifs du projet ont consisté en deux parties :  

 

- L’étude des effets des mutations de la filamine A (FlnA) dans un modèle cellulaire de 

mélanome déficient en FlnA par l’établissement et la caractérisation de lignées stables 

exprimant les FlnA sauvages ou mutantes. À partir de ces lignées, j’ai étudié différentes 

fonctions cellulaires comme la migration et l’adhésion à l’aide de techniques peu utilisées au 

sein du laboratoire.  

- L’identification de potentielles protéines partenaires de la FlnA. Dans le but d’étudier 

ces nouvelles interactions, nous avons utilisé la technique du double hybride. 

 

Enfin, mon projet de thèse s’est inscrit dans un réseau Leducq transatlantique 

d’excellence sur la valve mitrale.     
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L’institut du thorax, dans lequel ces travaux de thèse se sont déroulés, développe des 

axes de recherche focalisés sur les pathologies cardiovasculaires et plus particulièrement, 

les troubles du rythme cardiaque, les pathologies vasculaires et les facteurs de risque liés à 

ces pathologies. D’autres atteintes liées au thorax sont également étudiées tels que les 

maladies respiratoires. Récemment, un axe important de recherche translationnelle, de la 

clinique à la physiopathologie en passant par la génétique, a été développé sur les 

pathologies des valves cardiaques. 

Le système cardiovasculaire est une machinerie complexe régulé avec précision. Il 

est composé du cœur formant la pompe cardiaque qui assure la propulsion du sang dans 

l’appareil circulatoire. Cette propulsion est permise grâce à l’activité contractile du cœur qui 

permet l’expulsion du sang oxygéné de l’aorte vers les organes pour retourner ensuite au 

cœur par les veines. La distribution du sang est réalisée à une fréquence de 70 battements 

par minute pour un débit de 5 litres de sang à la minute chez l’homme au repos.  Au cours 

de ce cycle, le sang est oxygéné au moment du passage dans la circulation pulmonaire. 

Dans le cœur, la circulation du sang est régulée par les valves cardiaques qui sont 

essentielles à une fonction cardiaque efficace. Lors d’une atteinte de ces valves cardiaques, 

le cœur doit fournir un effort plus important afin d’assurer une circulation sanguine normale. 

Cependant, à long terme, la fonction cardiaque se trouve altérée conduisant à des 

insuffisances cardiaques, voir à des morts subites.  

 

Dans le but de comprendre le contexte dans lequel ces travaux de thèse ont été 

réalisés, l’introduction a été divisée en 3 parties :  

 

La première partie donne des informations sur la physiologie des valves cardiaques 

au niveau anatomique, du développement embryonnaire, histologique et des fonctions de 

ces valves.  

 

La deuxième partie présente les différentes pathologies des valves cardiaques avec 

leurs prévalences et leurs classifications. Le détail d’une étude génétique réalisée sur une 

dystrophie valvulaire héréditaire liée à des mutations de la filamine A montre l’importance de 

cette protéine.  

 

La troisième partie décrit la structure et les fonctions de la filamine A afin de 

comprendre son implication dans la physiopathologie des valvulopathies.  
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I.1 Physiologie des valves cardiaques 
 

I.1.1 Anatomie des valves 
 

 Le cœur humain est une pompe composée de 4 cavités représentées par 2 

ventricules et 2 oreillettes. Il fonctionne de façon cyclique par deux étapes : la systole, la 

période de contraction ventriculaire permettant l’éjection du sang et la diastole, la période de 

relaxation ventriculaire pendant laquelle le cœur se remplit de sang. Ce cycle se produit à 

une fréquence moyenne de 70 battements par minute chez l'homme au repos. Cet organe 

est capable d’éjecter 5 litres de sang par minute chez l’homme sain au repos.  

Notre organisme nécessite deux circulations sanguines : une circulation sanguine 

pulmonaire assurée par le « cœur droit », qui est formé par l’oreillette droite et le ventricule 

droit, permet l’oxygénation du sang. Une circulation sanguine systémique associée au 

ventricule gauche permet d’apporter les nutriments et l’oxygène essentiels aux différents 

organes. Ces circulations sanguines sont orientées dans un sens unidirectionnel grâce à la 

séparation des différentes cavités cardiaques par des valves atrio-ventriculaires, entre les 

ventricules et les oreillettes, et des valves semi-lunaires entre les ventricules et les voies 

d’éjection artérielle. Ces structures valvulaires sont ancrées dans le « squelette fibreux » en 

continuité du muscle cardiaque formant la base des anneaux valvulaires. Les différents types 

de valves ont des structures et des compositions différentes en fonction de l’orientation du 

flux sanguin et de leur localisation dans le cœur (Lincoln et al., 2006; Misfeld and Sievers, 

2007) (Figure 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Schéma du cœur et des valves cardiaques d’après lifeisnow.com The guardian 

 

(Fermée) 
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I.1.1.1 Les valves atrio-ventriculaires 

 

 Les valves atrio-ventriculaires sont situées à la jonction entre les oreillettes et les 

ventricules. Elles sont composées de replis membranaires appelés valvules qui sont minces, 

flexibles et asymétriques donnant une forme d’anneau à la valve. Ces structures ont la 

particularité d’être reliées à des cordages tendineux fins et fibreux, qui sont eux mêmes 

maintenus par les muscles papillaires dans le prolongement du ventricule, empêchant le 

retour des valvules dans l’oreillette pendant la systole. Ces valves atrio-ventriculaires sont au 

nombre de 2 : 

- La valve mitrale séparant l'oreillette gauche et le ventricule gauche est composée de 

deux valvules (antérieure et postérieure) et subit une pression transvalvulaire maximale de 

120 mm Hg (Sacks et al., 2009). 

- La valve tricuspide séparant l’oreillette droite et le ventricule droit est, quant à elle, 

composée de 3 valvules (antérieure, postérieure et septale) et subit une pression 

transvalvulaire maximale d’environ 25 mm Hg. 

 

I.1.1.2 Les valves semi-lunaires  

 

 Les valves semi-lunaires situées à l’entrée des voies d’éjection artérielle sont 

composées de valvules appelées aussi cuspides de forme semi-lunaire qui ne sont pas 

rattachées au ventricule. La forme sigmoïde de ces valves permet un écoulement sanguin de 

façon laminaire dans les artères (Hinton and Yutzey, 2011). Il existe 2 valves semi-lunaires : 

-  La valve aortique séparant le ventricule gauche et l'aorte est composée de 3 

cuspides (coronaire droite, coronaire gauche et non coronaire) supportant une pression 

transvalvulaire maximale de 80 mm Hg. Les cuspides coronaires sont appelées ainsi, car les 

artères coronaires prennent naissance au-dessus d’elles au niveau de la valve aortique. La 

perfusion des coronaires peut se faire lors de la fermeture des cuspides qui permet le 

passage du sang oxygéné. 

-  La valve pulmonaire séparant le ventricule droit et l'artère pulmonaire est 

également composée de 3 cuspides subissant une pression transvalvulaire maximale de 10 

mm Hg. 

 

Outre, les différences de structure et de forme observées entre les valves présentées 

précédemment, elles ont également des différences d’épaisseur liées à diverses contraintes 

hémodynamiques qu’elles subissent tels que les contraintes de cisaillement liées à 

l’orientation du flux sanguin ou les contraintes tensionnelles liées aux pressions subies. 

(Combs and Yutzey, 2009a). Concernant les contraintes tensionnelles, les valves du « cœur 

droit » (tricuspide et pulmonaire) qui subissent des pressions faibles (~20 mm Hg), sont 
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moins épaisses que les valves du « cœur gauche » (mitrale et aortique) pour lesquelles les 

pressions estimées sont d’environ 100 mm Hg. Dans les conditions physiologiques, 

l’épaisseur des valves cardiaques n’excède pas 1 mm alors que leur épaisseur peut 

atteindre 5 mm dans des conditions pathologiques (Hinton and Yutzey, 2011). Dans le cas 

des contraintes de cisaillement, les valves atrio-ventriculaires sont également plus épaisses 

que les valves semi-lunaires liées aux turbulences du flux sanguin entre les ventricules et les 

oreillettes. Enfin les parties libres des valvules sont également plus épaisses comparées aux 

parties reliées aux anneaux valvulaires dues au fait qu’elles sont les premières à subir les 

variations de flux sanguin.  

Afin de mieux comprendre les différences de structures entre les valves cardiaques, 

une description de leur développement embryonnaire et de leur composition sera présentée 

dans les paragraphes suivants. 

 

I.1.2 Développement embryonnaire : valvulogénèse 
 

Au cours du développement embryonnaire, le cœur est le premier organe fonctionnel. 

Le tube cardiaque primitif est formé d’une couche extérieure de cellules myocardiques et une 

couche intérieure de cellules endocardiques séparées par une gelée cardiaque. Au cours de 

la torsion du cœur, cette gelée forme le canal atrio-ventriculaire (CAV), les voies d’éjection 

artérielle ainsi que les cavités cardiaques (Hinton and Yutzey, 2011).  

 

La formation des valves cardiaques apparaît au cours des 5 à 8 premières semaines 

de développement chez l’homme (Person et al., 2005). La première étape de la 

valvulogénèse (28ème jour) est le développement des bourrelets endocardiques dans le CAV 

et dans les voies d’éjection artérielle (Combs and Yutzey, 2009b). Ces bourrelets forment 

des barrières physiques pour empêcher le retour du sang dans les régions qui donneront les 

futures cavités. Au cours de la formation de ces bourrelets, le facteur de croissance BMP2 

(bone morphogenetic protein 2) inhibe l’expression des gènes spécifiques des chambres 

cardiaques tels que nppa codant pour le peptide natriurétique de type A ou encore les 

connexines 40 et 43 dans les cellules myocardiques environnantes (Ma et al., 2005). 

Ensuite, ces cellules augmentent la sécrétion de composants de la matrice extracellulaire 

(MEC) tels que l’acide hyaluronique et le versicane dans la gelée cardiaque induisant le 

gonflement des bourrelets (Schroeder et al., 2003).  

La fusion des bourrelets antérieur et postérieur du CAV fait apparaître deux CAV droit 

et gauche formant les orifices des futures valves mitrales et tricuspides. Plus tardivement, les 

bourrelets des voies d'éjection artérielle donneront les orifices des valves aortiques et 

pulmonaires (Person et al., 2005) (Figure 2).  
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Après cette étape de fusion des bourrelets, le phénomène de transformation de 

cellules endothéliales en cellules mésenchymateuses appelé aussi « Endothelial to 

Mesenchymal Transition » EMT est activé par différents facteurs de croissance comme le 

BMP2, TGF, NOTCH et la voie Wnt (Ma et al., 2005). Les cellules endothéliales en cours 

de transformation s’hypertrophient, expriment moins de molécules des jonctions 

intercellulaires tel que PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion molecule 1)  et 

acquièrent des capacités d’invasion et de migration cellulaire. Elles envahissent alors les 

bourrelets endocardiques formant les valves primitives avec les différentes cuspides ou 

valvules (Schoen, 2008; Wirrig and Yutzey, 2011).  

Ensuite un amincissement et un allongement des valves primitives apparaissent 

grâce la prolifération des cellules mésenchymateuses qui elle-même est activée via les voies 

de signalisation associées aux facteurs BMP2 et TGF (Transforming Growth Factor . 

Dans le même temps, ces cellules produisent des composants de la MEC associés au 

tendon (collagènes I et III, ténascine) et au cartilage (collagène II et aggrécane). Enfin les 

valves cardiaques se maturent puis s’organisent en couches stratifiées composées de 

protéoglycanes, d'élastine et de collagène. Cette maturation est possible grâce au processus 

de dégradation spécifique réalisé par des métalloprotéinases matricielles (MMP) (Hinton et 

al., 2006; Hinton and Yutzey, 2011). 

 

Figure 2 : Schéma du développement embryonnaire des valves cardiaques (A) Au 

stade embryonnaire (E) 10.5 jours chez la souris, les bourrelets endocardiques immatures 

sont formés dans le CAV et les voies d'éjection artérielle. Les zones bleues correspondent à 

la présence de cellules dérivées de l'endocarde après l'EMT et en jaune des cellules de la 

crête neurale. (B) Au stade E13.5 chez la souris correspondant au stade 5 - 6 semaines 

chez l'homme, les valves primitives en bleu commencent le remodelage de leur MEC et leur 

élongation. 

 BE = bourrelets endocardiques, EP = épicarde, CDEP = cellules dérivées de l'épicarde, 

 SIV = septum inter-ventriculaire CCN = cellules de la crête neurale. D’après Wirrig and 

Yutzey, 2011 
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I.1.3 Histologie des valves  
 

 Après leur maturation, les valves cardiaques présentent une organisation tissulaire 

stratifiée en plusieurs couches dont la composition diffère selon leur localisation par rapport 

au flux sanguin (Figure 3). La partie valvulaire en contact avec le flux sanguin correspond à 

la couche ventricularis (valves semi-lunaires) ou atrialis (valves atrio-ventriculaires) séparée 

de la couche la plus éloignée du flux sanguin : la fibrosa par la couche intermédiaire : la 

spongiosa. Le fonctionnement des valves nécessite un équilibre précis entre la flexibilité et la 

rigidité de ces structures. Ceci est permis grâce à une hétérogénéité de la MEC dans les 

différentes couches valvulaires qui confère les propriétés biomécaniques nécessaires aux 

valves afin de résister aux contraintes hémodynamiques liées aux tensions et au flux 

sanguin subis au cours de la systole (Hinton et al., 2006; Lincoln et al., 2006; Hinton and 

Yutzey, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Schéma des valves cardiaques matures. La valve aortique (A) et la valve 

mitrale (B) matures sont composées de 3 couches distinctes, avec différentes compositions 

matricielles. Les couches ventricularis/atrialis supportent le flux sanguin et sont associées à 

une couche intermédiaire (la spongiosa) et à une couche plus éloignée du flux sanguin, la 

fibrosa. Les flèches rouges représentent l’orientation du flux sanguin. Ao = aorte, SIV = 

septum inter-ventriculaire. D’après Wirrig and Yutzey, 2011. 

 

Au cours des cycles de contractions cardiaques, la MEC valvulaire résiste à de 

nombreuses tensions grâce à ses propriétés viscoélastiques. Durant le mouvement 

d'ouverture ou de fermeture de la valve, la MEC subit des forces de torsion ainsi que des 

forces de cisaillement par le passage du flux sanguin. Enfin, lorsque les valves se ferment et 

retiennent le sang, la MEC valvulaire subit d’autres forces de tension (Misfeld and Sievers, 

2007). L’association des propriétés viscoélastiques des différents composants matriciels en 

fonction des différentes couches permet à la MEC de résister à ces différentes tensions afin 

de maintenir l’intégrité des valves.  
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I.1.3.1 La matrice extracellulaire des valves 

 

 Les valves sont des structures avec peu de cellules et présentent une organisation 

proche des tissus conjonctifs (tendons ou cartilages). La MEC valvulaire possède une 

composition particulière de protéines matricielles selon les différentes couches des valves.  

 

I.1.3.1.1 Les composants  

 

 La MEC et ses macromolécules sont synthétisés et secrétées majoritairement par les 

fibroblastes. Elle forme un maillage de différents types de collagène retenu par des fibres 

élastiques auxquelles s'ajoutent des glycoprotéines d'adhésion et les glycosaminoglycanes 

(GAG). Ces derniers sont peu flexibles et chargés négativement attirant les molécules d’eau 

permettant la formation d’un gel hydrophile qui est caractéristique de la MEC. De plus, elle 

participe au maillage de la MEC par l’interaction avec les autres composants. Les 

fibroblastes participent à l’organisation de la MEC grâce à une balance entre synthèse et 

dégradation de ces différents composants (Jacob, 2006). La synthèse de collagènes et 

d’élastine est élevée au cours du développement embryonnaire et de la croissance mais, 

diminue à l'âge adulte. Ces processus sont réactivés après des atteintes mécaniques ou 

protéolytiques de la MEC.  

 

Les composants matriciels sont de différentes catégories (Figure 4):  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Organisation de la matrice extracellulaire. La MEC est un maillage de 

collagènes fixé à des molécules d'adhésion (fibronectine) permettant le lien avec les 

intégrines transmembranaires. La communication entre les signalisations intracellulaires et 

extracellulaires (et réciproquement) est permise grâce à ces intégrines. La MEC enferme 

aussi des GAG, des protéoglycanes et des facteurs de croissance. D'après Pearson 

Prendice hall, Inc. 
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- Les protéines structurales :  

Les collagènes sont des protéines fibreuses classées en 5 types. Dans les valves 

matures, les types de collagènes majoritairement exprimés sont les types I et III. Ces 

chaînes  de collagène s’associent et forment une structure en triples hélices appelée 

procollagène qui est secrétée puis maturée en tropocollagène dans la MEC. Ce 

tropocollagène s’assemble pour former des fibrilles de collagène et enfin des fibres de 

collagènes très résistantes. La tropoélastine, précurseur soluble, est sécrétée dans la MEC 

et forme, lors de sa polymérisation, des molécules d’élastine hydrophobes. Dans la MEC, la 

tropoélastine s’associe en fibres élastiques grâce aux microfibrilles composées de 

glycoprotéines : les fibrillines. Ces fibres élastiques sont alors composées à 90% d’élastine. 

Dans les valvules ou cuspides, la proportion de collagènes est de l’ordre de 50% de la MEC 

et celle de l’élastine de 11% de la MEC (Schoen, 2008). Par ailleurs, des mutations de 

l'élastine et de la fibrilline 1 sont associées respectivement au syndrome de Williams Beuren 

et au syndrome de Marfan (Judge and Dietz, 2005; Pober, 2010). De plus, des mutations 

dans les collagènes, quant à elles, sont associées aux différents syndromes d’Ehlers-Danlos 

(Malfait et al., 2010). Ces syndromes énoncés précédemment sont des maladies du tissu 

conjonctif associées à des atteintes des valves cardiaques qui seront décrites dans le 

chapitre concernant les valvulopathies. 

 

- Les protéines d'adhésion :  

La fibronectine est une glycoprotéine qui peut être soit plasmatique à l'état soluble ou 

tissulaire à l'état insoluble s’associant en fibres à la surface des cellules. Elle se fixe à 

différentes protéines comme les collagènes, les intégrines ou encore les protéoglycanes. 

Des souris invalidées pour la fibronectine développent des défauts de formation des 

coussins endocardiques et donc des valves (George et al., 1993; Combs and Yutzey, 

2009b). Une autre protéine d'adhésion importante, la périostine est secrétée dans la MEC et 

se lie aux intégrines ainsi qu’aux composants structuraux de la MEC comme les collagènes. 

Des études ont montré son rôle essentiel de différentiation des cellules mésenchymateuses 

en cellules de type fibroblastique dans la valvulogénèse au cours de la phase suivant l'EMT 

(Norris et al., 2009a).  

 

- Les protéines anti-adhésives :  

Les ténascines sont des glycoprotéines très exprimées au cours du développement 

embryonnaire. La ténascine X est capable de moduler l’assemblage des fibres de collagène 

et l’activité des métalloprotéinases matricielles (MMP). Des mutations de la ténascine X ont 

été identifiées dans un syndrome similaire à celui d'Ehlers-Danlos de type II (Malfait et al., 
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2010). L'ostéonectine et l’ostéopontine sont des glycoprotéines liées au processus 

d’ossification participant au mécanisme physiopathologique de calcification des valves 

(Lincoln et al., 2006).  

 

- Les protéoglycanes et glycosaminoglycanes :  

L'acide hyaluronique est un GAG formé d'un polymère composé de répétitions d'unité 

saccharidique. Le versicane est un protéoglycane avec des capacités d'hydratation élevées 

et antiadhésives ayant également la capacité d'interagir avec les intégrines. Dans le contexte 

des valves cardiaques, le défaut d’expression du versicane ou de l’acide hyaluronique chez 

des souris est létal empêchant le développement des coussins endocardiques nécessaire à 

la formation des valves (Mjaatvedt et al., 1998). 

 

- Les enzymes :  

Les MMP sont des endonucléases qui constituent une famille de 23 membres connus 

chez l’homme dont l’activité est contrôlée par des inhibiteurs tissulaires spécifiques des MMP 

ou TIMP (Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases) qui se fixent sur le site actif des 

MMP. Il existe 6 sous-familles de MMP : les collagénases (MMP-1, -8 et -13), les gélatinases 

(MMP-2 et -9), les stromélysines (MMP-3, -10 et -11) et les matrilysines (MMP-7 et -26) 

différenciées par les substrats qu’elles dégradent. En plus de ces 4 groupes, il faut ajouter 

les MMP de type membranaire (MT-MMP) (MMP-14, -15, -16, -17, -24 et -25) et les autres 

qui ne peuvent pas être classé dans les autres groupes (MMP-19, -20, -21 et -23). 

L’expression des MMP est variable selon les tissus, la MMP-1 est exprimée dans toutes les 

valves alors que la MMP-2 est exprimée préférentiellement dans les valves aortiques et 

pulmonaires. Dans les conditions physiologiques, les MMP-3 et -9 ne sont pas exprimées 

(Dreger et al., 2002). En revanche, il a été démontré dans des valves mitrales humaines 

avec une atteinte myxomateuse, une surexpression des MMP-1, -2, -9 et -13 (Rabkin et al., 

2001). Dans des valves humaines sténosées avec des calcifications, il a été démontré une 

augmentation de l’expression et de l’activité de la MMP-3, -9 et TIMP-1 (Fondard et al., 

2005). L’équilibre entre MMP et TIMP est essentiel à une régulation physiologique de la 

MEC.  

 

 Les différents composants de la MEC valvulaire participent au développement 

embryonnaire des valves. Ils permettent surtout de résister aux tensions mécaniques en 

fonction des propriétés de structure, d’hydratation, d’élasticité ou de rigidité qu’ils apportent. 

La particularité des valves provient de leur structure stratifiée en plusieurs couches avec 

différentes compositions matricielles.  
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I.1.3.1.2 L’organisation stratifiée 

 

La MEC valvulaire participe à la durabilité des valves mais, aussi aux processus 

cellulaires d’adhésion et l’activation des cellules interstitielles de valves (CIV) au cours de la 

réparation tissulaire (Schroeder et al., 2003). 

 

 Dans l'architecture stratifiée des valves cardiaques (Figure  5), les fibres élastiques 

de la ventricularis des valves aortiques et de l'atrialis des valves mitrales confèrent l'élasticité 

nécessaire à la valve, pour son extension au cours de son ouverture ainsi que sa rétractation 

au cours de sa fermeture. Ces couches confèrent la flexibilité essentielle aux valves afin de 

laisser passer le sang sans perturber le flux sanguin (Hinton and Yutzey, 2011). 

 

 Les protéoglycanes tels que l’aggrécane et le versicane dans la spongiosa 

permettent d'absorber les forces de compression ainsi que le mouvement entre les fibres 

élastiques (ventricularis) et les fibres de collagènes (fibrosa). L’organisation de cette couche 

est moins structurée à l’inverse de l’agencement parallèle des fibres élastiques dans l’atrialis. 

La spongiosa permet de supporter les gradients de pression et le changement de forme des 

valvules au cours de la contraction cardiaque. 

 

 La fibrosa, quant à elle, est majoritairement composée de fibres de collagène denses 

et parallèles de type I et un peu de type III qui apportent la rigidité et la résistance de la valve 

(Sacks and Yoganathan, 2007). La composition en différents types de collagènes évolue au 

cours de la maturation valvulaire dans le but de répondre à la demande fonctionnelle du 

rythme cardiaque et structurale liée à la croissance du cœur. Les collagènes permettent de 

résister aux forces d’étirement subies par les valves. 

 

  Enfin, les cordages tendineux permettent de transmettre les contractions des 

muscles papillaires aux valves et retiennent ces valves au cours de la systole. Ils sont 

composés de collagènes et d'élastine.   



Introduction 

12 

 

 

 

Figure 5 : Coupe histologique d’une valve mitrale saine. A) Coloration au Pentachrome 

de Movat des différentes couches de la valve mitrale (Jaune : Collagènes, Bleu : 

protéoglycanes, Noir : élastine) B) Coloration au Rouge Picro-sirus permettant d’observer les 

fibres de collagènes en lumière polarisée (Rouge : fibres de collagènes). D’après Rabkin et 

al, 2001. 

  

I.1.3.2 Les différents types cellulaires des valves 

 

La matrice valvulaire contient des cellules qui permettent non seulement le maintien 

de l’intégrité structurale des valves mais également sa réparation en cas de dommages 

tissulaires. Pendant de nombreuses années, ces cellules ont été classées dans la catégorie 

des fibroblastes par leur capacité de sécrétion et de dégradation de la MEC. En réalité, les 

valves contiennent environ 6 types cellulaires avec des caractéristiques particulières : les 

cellules endothéliales provenant de l’EMT, les CIV quiescentes, les CIV activées, les cellules 

souches progénitrices de CIV, les CIV en cours de différenciation ostéoblastique et les 

cellules endothéliales de valve (CEV) (Liu et al., 2007).  

 

Au cours du développement embryonnaire, les cellules endothéliales provenant des 

bourrelets endocardiques vont se différencier en cellules mésenchymateuses, migrer et 

proliférer dans la matrice d’acide hyaluronique et de versicane de ces bourrelets. De 

nombreuses études ont montré que cette transformation ou EMT implique des molécules de 

la famille du TGF, du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et de la voie NOTCH.  
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Dans les valves primitives, ces progéniteurs mésenchymateux se différencient en 

cellules similaires à des fibroblastes appelées CIV quiescentes. Une étude de Norris et al. 

En 2009 a démontré que la périostine oriente la différenciation des progéniteurs dérivant de 

l’EMT vers un type fibroblastique donnant les CIV (Norris et al., 2009a)(Norris et al., 2009b). 

Les CIV quiescentes correspondent aux cellules majoritaires dans les valvules et sont 

localisées préférentiellement sous l’endothélium valvulaire. Ces cellules sont donc plus 

denses dans les couches fibrosa et ventricularis comparées à la spongiosa. Dans les valves 

adultes, les CIV ont une faible activité de synthèse et de dégradation de la MEC et 

communiquent entre elles par des jonctions intercellulaires.  

 Une population de cellules souches précurseurs des cellules valvulaires a été 

identifiée dans la circulation sanguine et la moelle osseuse. Elle semble être recrutée au 

cours des processus pathologiques afin de permettre la réparation des valves par la 

transformation en CIV quiescentes ou activées (Liu et al., 2007).  

Au cours du remodelage et de la réparation valvulaire, l’activation des CIV 

quiescentes en CIV activées ou myofibroblastes permettent le remodelage et la réparation 

tissulaire.  Elles peuvent remplir cette fonction par l’activation des propriétés de synthèse des 

composants de la MEC et leur activité contractile. Cette activation est permise par des 

facteurs tels que TGF sécrété par les cellules endothéliales et le TNF sécrété par les 

macrophages infiltrés dans les lésions valvulaires. L’expression de protéines musculaires 

tels que l'actine des muscles lisses et de la myosine des muscles striées confère une 

capacité contractile aux CIV grâce à la formation des fibres de stress. Les CIV activées sont 

caractérisées par une augmentation de leur activité de sécrétion et de dégradation des 

composants de la MEC comme les collagènes ou la fibronectine, mais aussi la sécrétion de 

facteurs de croissance comme le TGF1. À la fin de la réparation valvulaire, les 

myofibroblastes sont éliminés par apoptose, lorsque cette apoptose est diminuée, cela peut 

déclencher des processus pathologiques de type myxomateux ou fibrotique par un excès 

d’activité des myofibloblastes. De plus, dans des conditions pathologiques de calcification 

des valves aortiques, la libération de BMP2 et le TGF induit la différentiation des CIV en 

ostéoblastes. 

Enfin les CEV tapissent les valves et sont donc à l'interface entre le flux sanguin et le 

tissu valvulaire qui permettent de répondre à l’environnement mécanique et humoral subis 

par les valves. L’endothélium valvulaire forme une barrière essentielle à l’homéostasie en 

remplissant des fonctions dans la réponse inflammatoire, la coagulation ou encore la 

perméabilité. À l’inverse des cellules de l’endothélium vasculaire, les CEV possèdent la 

particularité de s'aligner de façon perpendiculaire aux forces d'étirement hémodynamique 

(Person et al., 2005).  
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I.1.4 Les fonctions des valves 
 

 Les valves permettent d'orienter le flux sanguin dans le cœur, dans un sens 

unidirectionnel au cours de la contraction. Elles ont une fonction de clapet à l'intérieur du 

cœur afin d’empêcher le retour du sang dans les différentes cavités. Au cours de la vie, les 

valves cardiaques vont s'ouvrir et se fermer plus de 3 billions de fois, laissant passer de 5 

litres de sang par minute chez l’homme au repos. De plus, les valves subissent des 

pressions importantes au cours de la systole, avec des pressions sur la valve mitrale 

pouvant aller jusqu'à 120 mm Hg au cours de la contraction (Sacks and Yoganathan, 2007). 

 

 Jusqu'à maintenant, les valves étaient considérées comme des structures inertes 

avec un fonctionnement passif régulé par les variations de pression intracardiaque. Au cours 

des 10 dernières années, des études ont permis de montrer que les valves possèdent des 

éléments de contractilité et d’innervation. D'après des travaux réalisés par l’équipe de Ingels 

en 2009, les valves humaines se contractent avant la systole par deux systèmes contractiles, 

soit via la stimulation électrique soit via la voie  adrénergique (Itoh et al., 2009). Ces 

systèmes agissent sur les cardiomyocytes et les cellules musculaires présentes dans 

l'anneau mitral ainsi que sur les CIV. (Swanson et al., 2011). Cette contraction permet le 

changement de forme des valves, facilite leur fermeture ou coaptation et augmente leur 

longévité en évitant les chocs violents à chaque contraction cardiaque. Les systèmes 

contractiles participent aussi au maintien de la géométrie du ventricule en évitant 

l’hypertrophie cardiaque par une précoaptation qui évite le reflux sanguin. Au niveau 

cellulaire, des études ont montré que les CIV mitrales appliquaient des forces plus 

importantes que les CIV aortiques et tricuspides dans des gels de collagène (Chester et al., 

2001). Ces CIV forment de nombreuses jonctions intercellulaires et de connections avec la 

MEC permettant la propagation de la contraction à l’ensemble de la valve.  

 

 Depuis les années 1900, un réseau de nerfs sensitifs et moteurs a été caractérisé 

dans les différentes valves mais, sa fonction était inconnue jusqu'à maintenant. Ces nerfs 

proviennent de l'endocarde et se prolongent majoritairement dans la ventricularis pour la 

valve aortique ainsi que dans l'ensemble de la valve mitrale jusqu'aux cordages tendineux 

(El-Hamamsy et al., 2009). Des études ont montré que la stimulation de ce réseau par des 

neurotransmetteurs (sérotonine, acétylcholine...) induit des activités contractiles, de 

sécrétion et de réparation des CIV (Chester et al., 2001). De plus, l'endothélium valvulaire 

participe à ces stimulations par la sécrétion de prostaglandines qui vont activer les 

terminaisons nerveuses. Cet endothélium valvulaire peut également réagir à des stimulations 
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neuronales par la sécrétion de facteurs vasoactifs comme le monoxyde d'azote ou 

l'endothéline 1 (Ku et al., 1990). 

 

En conclusion de cette partie, les valves s'adaptent aux milieux hémodynamiques et 

aux facteurs solubles en induisant des signaux paracrines, endocrines ou neurocrines. Ces 

valves sont complexes, autant d'un point de vue structural que fonctionnel. Au cours de la 

vie, les valves doivent être capables de s'adapter en modifiant leur structure et leurs 

fonctions. En revanche, des défauts d’adaptation de ces valves peuvent entrainer le 

développement de différentes valvulopathies. 
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I.2 Les valvulopathies  
 

I.2.1 La dérégulation pathologique de la matrice valvulaire  
 

 Dans les pathologies valvulaires, plusieurs processus physiopathologiques ont été 

identifiés induisant tous un remodelage de la MEC (Hinton et al., 2006).  

 

 Le processus myxomateux est caractérisé par une accumulation de protéoglycanes 

dans la spongiosa induisant l'épaississement de la valve. Une dégradation des collagènes et 

une fragmentation de l'élastine sont également observées. Ces modifications sont 

provoquées par une dérégulation des MMP. Dans une étude chez le chien, les MMP-1, -2, -9 

et -13 sont augmentées dans les valves myxomateuses (Segura et al., 1998; Aupperle et al., 

2009). Les valves sont alors plus souples induisant des régurgitations ou des prolapsus 

majoritairement de la valve mitrale. Ces anomalies sont souvent accompagnées d'une 

dilatation de l'anneau mitral et d’un allongement des cordages tendineux (Grande-Allen et 

al., 2003).  

 Le processus fibro-élastique est, quant à lui, caractérisé par une fragmentation des 

protéoglycanes et une accumulation des collagènes avec toujours une fragmentation des 

fibres d'élastine. La valve devient plus rigide avec une induction de l'expression des gènes 

de l'ostéogénèse (ostéopontine, ostéocalcine) dans les CIV activant le processus 

d'ossification. Les valves sont alors sténosées et leurs mouvements sont réduits (Kim et al., 

2008) 

 Le dernier cas est le processus athérosclérotique qui se caractérise par une 

destruction des cellules endothéliales induisant une infiltration de cellules inflammatoires 

telles que les macrophages. Ces cellules induisent une oxydation de lipoprotéines 

accumulées dans les lésions valvulaires et une libération de cytokines aboutissant à une 

activation des CIV. Les modifications au niveau cellulaire et humoral activent le remodelage 

de la MEC conduisant à la calcification de la valve aortique (Boström et al., 2011).  

 Les mécanismes moléculaires et cellulaires des valvulopathies sont encore mal 

connus. L’implication du remodelage de la MEC ainsi que l'activation des CIV ont été 

démontrées dans les phases tardives du développement de ces pathologies (Rabkin et al., 

2001) 

 

Les processus physiopathologiques qui modifient la structure et la fonction des valves 

empêchent ces dernières d’orienter le sang correctement dans l’organisme. Les problèmes 

de fermeture ou d’ouverture des valves par un excès de rigidité ou d’élasticité peuvent 
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provoquer différentes pathologies valvulaires et avoir des répercutions sur la fonction 

cardiaque. La prévalence de ces pathologies valvulaires est souvent sous-estimée.     

 

I.2.2 Historique et prévalence 
 

Au cours des 10 dernières années, le taux de mortalité dû aux maladies 

cardiovasculaires a régressé de 28 % dans la population américaine. Cette régression est 

due d’une part à l'évolution du mode de vie des patients et des facteurs environnementaux 

(Roger et al., 2011). D’autre part, elle est due à l'apport de nouvelles thérapies et à une 

prévention efficace sur les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires notamment le 

tabac et le cholestérol. 

 Actuellement, les pathologies des valves cardiaques, les arythmies et les maladies 

rhumatismales représentent 15 % des maladies cardiovasculaires. Pendant de nombreuses 

années, la cause majoritaire des valvulopathies était liée au rhumatisme articulaire aigu 

maintenant traité par une antibiothérapie efficace. Ces atteintes rhumatismales ont diminué 

de façon drastique en même temps que leurs atteintes "rhumatismales" des valves 

cardiaques. Les atteintes dites "dégénératives" sont alors devenues majoritaires 

caractérisées par une dégradation progressive des valves au cours du vieillissement. Les 

valvulopathies représentent toujours un enjeu de santé publique majeur dans les pays 

industrialisés avec environ 20000 décès par an aux États-Unis (Nkomo et al., 2006; Roger et 

al., 2011).  

 

 D'un point de vue clinique, le développement des pathologies valvulaires reste 

souvent inaperçu, car il est asymptomatique. L'apparition des premiers symptômes 

(essoufflements...) est souvent tardive alors que la pathologie est déjà très avancée, 

nécessitant dans la majorité des cas une chirurgie valvulaire. Grâce à une large étude sur la 

population américaine avec des examens échocardiographiques, la prévalence des maladies 

valvulaires a été estimée à 2,5 % aux États-Unis (Nkomo et al., 2006). Elle évolue avec 

l'âge, lié au diagnostic tardif, par une augmentation entre 54 ans et plus de 75 ans passant 

de 2% à 12% (Roger et al., 2011). Ainsi ces pathologies touchent 1 personne sur 8 de plus 

de 75 ans, autant les hommes que les femmes.  

 

 De plus, les maladies de la valve mitrale sont plus fréquentes que les atteintes de la 

valve aortique. Ces dernières ont une prévalence d’environ 0.9 % avec 15000 décès par an 

aux États Unis, alors que les pathologies de la valve mitrale apparaissent dans la population 

américaine à une fréquence de 1.7 %.  Le diagnostic des pathologies de la valve mitrale  est 

tardif ce qui est corrélé avec l’augmentation de la prévalence  entre 54 et plus de 75 ans. 
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Parmi les maladies valvulaires, la régurgitation mitrale est la maladie valvulaire la plus 

fréquente alors que le rétrécissement mitral est la maladie la moins fréquente. La sténose 

aortique est la maladie valvulaire qui provoque le plus de remplacement valvulaire dans les 

pays industrialisés (Nkomo et al., 2006; Roger et al., 2011) (Figure 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Prévalence des pathologies valvulaires en fonction de l’âge. Ce graphique 

représente l’évolution de l’ensemble des maladies valvulaires (Bleu), des maladies de la 

valve mitrale (Jaune) et des maladies de la valve aortique (Vert) en fonction de l’âge des 

patients dans la population américaine. D’après Nkomo et al., 2006.  

 

I.2.3 Les différents groupes de valvulopathies 
 

 Actuellement, les valvulopathies n'ont pas une classification bien déterminée. Au 

niveau clinique, il existe la classification de Carpentier pour les pathologies de la valve 

mitrale permettant une classification anatomopathologique des régurgitations (Carpentier, 

1983). 

 

 En général, ces pathologies sont réparties selon leur étiologie, soit isolées soit liées à 

un syndrome. Dans le cas des valvulopathies isolées, les patients présentent uniquement 

des atteintes valvulaires. À l'inverse, dans le cas des valvulopathies liées à un syndrome, les 

patients présentent d'autres symptômes comme des atteintes du squelette ou atteintes 

cérébrales. 

Ces valvulopathies peuvent également être classées en fonction des valves 

atteintes : aortique et mitrale (fréquence élevée) ou pulmonaire et tricuspide (atteintes plus 

rares). De plus, les cliniciens regroupent ces pathologies en fonction des signes cliniques et 

échocardiographiques : la sténose qui se caractérise par une obstruction du flux sanguin due 

à un rétrécissement de la valve associé à une calcification. La régurgitation ou l’insuffisance 

est caractérisée par une fuite du flux sanguin due à une perte d'étanchéité (Schoen, 2005).  
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 Une classification de ces différentes valvulopathies est proposée dans le tableau 1. 

Cette classification n’est certes pas exhaustive mais, elle permet de donner un aperçu de la 

diversité des pathologies touchant les valves cardiaques.  

 

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des pathologies valvulaires. 

 

  

Nom Clinique  Génétique Moléculaire Prévalence 

Isolée 

Sténose 
aortique 

Bicuspidie 
aortique 

Calcification 
NOTCH1, 

ACTA2 
NOTCH1, 

cytosquelette  
1-2/100 

Acquise  
Dégénérative ou 

rhumatismale 
      

Insuffisance 
aortique 

Chronique  
Rhumatismale ou 

infectieuse 
      

Aigüe 
Endocardite infectieuse 

aigüe 
      

Sténose 
mitrale  

Congénitale 
Mauvaise insertion des 

cordages ou piliers 
      

Acquise  Rhumatismale       

Insuffisance 
mitrale 

Prolapsus 
mitral  

Myxoïde, fibro-élastique  
chromosomes 
11, 13, 16 ou 

X (FLNA) 
Cytosquelette  2-3/100  

Acquise 
Rhumatismale ou 

infectieuse 
      

Syndrome 

Marfan  

Squelettique, oculaire, 
cardiovasculaire 
(dilatation racine 

aortique, régurgitation 
aortique et mitrale, 
prolapsus mitral)  

FBN1 TGF, MEC 1-2 /10000 

Loeys-dietz 

Anévrismes de l'aorte, 
tortuosités artérielles, 

malformations 
craniofaciales  

TGFBR I et II TGF   

Williams-
Beuren 

Sténose aortique 
supravalvulaire, retards 

mentaux, 
malformations faciales  

Délétion de 
gènes: ELN, 
LIMK, GTF2I 

MEC 1/10000 

Ehlers-
Danlos Type 

IV  

Hyperlaxité, délai de 
cicatrisation, prolapsus 
mitral, dilatation racine 

aortique  

COL3A1 MEC   

Alagille 

Pigmentation oculaire, 
sténose pulmonaire et 

des artères 
périphériques, 
malformations 
craniofaciales  

JAG1  NOTCH1   

Noonan 

Malformations 
craniofaciales, sténose 
pulmonaire, défaut de 

la valve mitrale 

KRAS, 
PTPN11 

Ras/MAPK, 
tyrosine 

phosphatases  
  



Introduction 

20 

I.2.3.1 Les valvulopathies isolées 

 

 Les pathologies de la valve aortique : 

 - La sténose aortique (ou rétrécissement aortique) existe sous des formes 

congénitales comme la bicuspidie ou des formes acquises (dégénérative par calcification ou 

rhumatismale). 

 

 - L'insuffisance aortique est plus rare avec des formes chroniques (rhumatismale 

ou infectieuse) ou aigüe, due à une endocardite infectieuse aigüe.  

 

 Les pathologies de la valve mitrale : 

 - La sténose mitrale (ou rétrécissement mitral) est une maladie rare avec une 

forme congénitale, associée à une mauvaise insertion des cordages tendineux et des piliers 

valvulaires ou une forme acquise de type rhumatismal. 

 

 - L'insuffisance mitrale est l'atteinte la plus fréquente des maladies valvulaires. La 

pathologie la plus répandue est le prolapsus mitral avec des formes fibro-élastiques ou 

myxoïdes. D'autres formes sont plus rares et de nature rhumatismale ou infectieuse.  

 

En résumé, les pathologies les plus fréquemment retrouvées dans la population sont 

la sténose aortique congénitale et le prolapsus mitral (Schoen, 2005). Ces deux pathologies, 

les plus fréquentes, seront détaillées dans les paragraphes suivants. 

 

La sténose aortique : 

 Cette atteinte de la valve aortique est la première cause de remplacement valvulaire 

dans les pays développés, avec une prévalence de 2 à 3 % chez les patients de plus de 65 

ans (Hinton et al., 2006). Elle est caractérisée par un épaississement de la valve et une 

accumulation de dépôts calciques, due à un processus d'ossification. Des processus 

inflammatoires et artérioscléreux présents dans les valves activent la différenciation 

ostéoblastique par une libération de cytokines. Le développement de cette sténose est dans 

la plupart des cas associé à un processus dégénératif. Il existe également des formes 

congénitales plus rares liées à une bicuspidie aortique d'une prévalence de 1 à 2 % dans la 

population générale. Ce défaut congénital est caractérisé par la présence de 2 valvules au 

lieu de 3. Cette malformation se complique souvent d’une dilatation de l'aorte (Siu and 

Silversides, 2010). Les analyses génétiques de familles atteintes de bicuspidie de la valve 

aortique ont montré que plusieurs loci dans les chromosomes 5, 13 et 18 étaient impliqués. 

De plus, des mutations ont été identifiées dans les gènes NOTCH1 sur le chromosome 9 
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codant pour un récepteur transmembranaire, ou ACTA2 sur le chromosome 10 codant pour 

l'actine des muscles lisses (Garg et al., 2005; Garg, 2006).  

 

Le prolapsus mitral :  

 La prévalence du prolapsus mitral dans la population générale est de 2,4 % (Towbin, 

1999). Cette pathologie peut être sporadique ou familiale. Dans certains cas familiaux, la 

transmission héréditaire semble autosomique dominante (Towbin, 1999; Grau et al., 2007). 

Le prolapsus mitral provoque une régurgitation mitrale, induisant à long terme une 

insuffisance cardiaque, une fibrillation auriculaire allant jusqu'à des morts subites. La 

définition clinique est caractérisée par un déplacement des feuillets mitraux dans l'oreillette 

gauche au-dessus du plan de l'anneau mitral de plus de 2 mm au cours de la systole. On 

note que dans le prolapsus mitral, l’épaisseur des feuillets valvulaires s’accroit (environ 5 

mm). On distingue des formes myxoïdes caractérisées par un épaississement et une 

redondance des feuillets de la valve mitrale, correspondant à un excès de tissus, et des 

formes dégénératives fibro-élastiques sans excès de tissus. Dans ce dernier cas, les 

cordages sont souvent allongés et finissent par se rompre.  

 

Ces dernières années, des études génétiques ont permis d'identifier des loci 

potentiellement impliqués dans cette maladie sur les chromosomes 11, 13 et 16, mais aucun 

gène n'a encore été identifié (Freed et al., 2003; Nesta et al., 2005). Un autre locus a été 

découvert sur le chromosome X dans une valvulopathie rare (Kyndt et al., 1998; Grau et al., 

2007).  

 

I.2.3.2 Les valvulopathies liées à un syndrome 

 

Le syndrome de Marfan est une maladie héréditaire avec des atteintes de tissu 

conjonctif fibreux. Les patients présentent des atteintes squelettiques, oculaires et 

cardiovasculaires. Ces dernières complications affectent majoritairement les valves avec un 

prolapsus ou une régurgitation mitrale, ainsi qu'une dilatation de la racine aortique ou une 

régurgitation aortique (Judge and Dietz, 2005). D’après des études génétiques, les mutations 

dans le gène FBN1 sont les plus souvent représentées dans cette pathologie. Ce gène code 

pour la fibrilline 1, protéine de la MEC, qui permet d’y séquestrer le TGFTransforming 

Growth Factor . L’hypothèse privilégiée pour expliquer la pathologie est une suractivation 

de la voie de signalisation du TGF. Des traitements pharmacologiques sont proposés avec 

des anticorps anti-TGF et le Losartan, un antagoniste des récepteurs AT1 à l'angiotensine II 

réduisant les effets de la suractivation de la voie du TGF (Habashi et al., 2006).  

 



Introduction 

22 

 Le syndrome de Williams Beuren est une maladie héréditaire caractérisée par des 

retards mentaux, des modifications faciales, une hypertension et une sténose aortique supra 

valvulaire. Il est dû à une microdélétion de gènes dans le chromosome 7. Les gènes 

impliqués dans cette pathologie sont l'élastine (composant de la MEC), LIMK-1 (kinase 1 à 

domaine LIM) ou encore GTF2I (General Transcription Factor II) (Pober, 2010).  

 

Le syndrome de Loeys-Dietz est une maladie autosomique dominante avec les 

caractéristiques cliniques suivantes : anévrismes aortiques, tortuosités artérielles et 

malformations craniofaciales. Ce syndrome est causé par des mutations sur les gènes 

codant pour les récepteurs de type 1 ou 2 du TGF(Van Hemelrijk et al., 2010).  

 

Le syndrome d'Ehlers-Danlos Type IV est une pathologie héréditaire du tissu 

conjonctif. Il est caractérisé par une hyperlaxité de la peau et des articulations, un délai de 

cicatrisation et des défauts cardiaques incluant le prolapsus mitral, la dilatation de la racine 

aortique et la rupture des grosses artères. Des mutations dans le gène COL3A1 qui code 

pour la chaîne  du collagène de type 3 ont été identifiées. Pour d'autres types de syndrome 

d'Ehlers-Danlos, des mutations dans les gènes du collagène du type 2 et 5 ont également 

été décrites (Malfait et al., 2010).  

 

Le syndrome Alagille est une maladie autosomique dominante caractérisée par des 

changements de pigmentation oculaire, une sténose de la valve pulmonaire, des 

modifications au niveau des artères périphériques et des atteintes neuronales. Une analyse 

génétique a permis d'identifier des mutations dans le gène JAG1 qui code pour un ligand du 

récepteur notch (Kamath et al., 2004). 

 

 Le syndrome de Noonan est caractérisé par des malformations faciales, des 

atteintes cardiaques comme une sténose pulmonaire et des défauts de la valve mitrale, des 

anomalies squelettiques et des retards mentaux. Les gènes mutés dans ce syndrome sont 

impliqués dans la voie de signalisation Ras/MAPK (Mitogen-activated protein kinase) comme 

les gènes K-ras ou raf mais également le gène codant pour la tyrosine phosphatase PTPN11 

(Tyrosine-protein phosphatase non-receptor 11) (Tartaglia et al., 2001,  2011).  

 

  En résumé, les valvulopathies ont des aspects cliniques différents (sténose, 

insuffisance, liées à un syndrome...) et un lien héréditaire a été identifié dans certaines 

valvulopathies. Cependant, les mécanismes physiopathologiques sont encore mal connus. 

L'hypothèse la plus souvent avancée est que les maladies valvulaires seraient dues à des 

défauts génétiques qui se manifesteraient au cours du développement et qui s’aggraveraient 
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avec le vieillissement (SMITH and MATTHEWS, 1955; Roberts and Ko, 2005; Hinton and 

Yutzey, 2011). 

 

 A l’heure actuelle les thérapeutiques médicamenteuses, utilisant les diurétiques ou 

les vasodilatateurs, permettent de faire diminuer la pression intracardiaque contribuant à un 

ralentissement de la dégénérescence valvulaire. Cependant, le seul traitement curatif est le 

remplacement ou la réparation valvulaire mais, ces interventions chirurgicales réalisées à 

cœur ouvert avec une circulation extracorporelle sont des chirurgies lourdes. En cas 

d'opération, les valves pathologiques sont remplacées par des prothèses valvulaires. Il existe 

des bio-prothèses provenant de porc ou de patients décédés mais, elles nécessitent une 

nouvelle opération au bout de 10 ans et sont donc destinées à des patients âgés. Pour des 

patients plus jeunes, il existe des prothèses mécaniques nécessitant un traitement 

anticoagulant à vie (Bonow et al., 2008).  

 

I.2.4 L’apport de la génétique dans les valvulopathies 

 

I.2.4.1 Dystrophie valvulaire myxoïde liée au chromosome X (XMVD) 

 

Dans le but de mieux comprendre les bases moléculaires liées à la physiopathologie 

de ces valvulopathies, des études génétiques sont menées sur des cas familiaux d’atteintes 

valvulaires. La stratégie consiste à identifier des gènes potentiellement cibles pour 

comprendre le mécanisme physiopathologique éventuellement commun aux différents gènes 

identifiés. Dans la partie suivante, une étude familiale sur une valvulopathie rare est détaillée 

afin de décrire la démarche expérimentale suivie dans le but d’identifier le gène impliqué. 

 

À l’institut du thorax, la stratégie d'étude de génétique familiale a été appliquée à une 

dystrophie valvulaire myxoïde identifiée chez un patient âgé de 17 ans avec une 

régurgitation aortique sévère sans aspect syndromique. Son cousin fut opéré quelques 

temps plus tard pour une régurgitation mitrale sérère due à une dystrophie valvulaire. Ces 

deux patients présentaient une hémophilie A mineure. Grâce à une étude généalogique, une 

grande famille (Famille 1) de 300 membres a pu être répertoriée sur 5 générations.  

 

 Dans cette famille, 91 membres ont accepté de participer à l'étude. Sur les 44 

hommes, 10 souffrent de prolapsus mitral progressif dont 4 sont également atteints de 

régurgitations aortiques et 4 autres ont subi une chirurgie valvulaire. Sur les 47 femmes, 10 

présentent des anomalies des valves aortiques ou mitrales qui restent asymptomatiques. De 

plus, un jeune enfant de 10 ans a été diagnostiqué avec une régurgitation aortique sévère 
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due à une sténose aortique. La première analyse de liaison réalisée sur cette famille 

présentant en plus de l’atteinte valvulaire une hémophilie A, a permis de localiser sur le 

chromosome X un locus d'intervalle génétique de 8 centimorgans (cM) (Kyndt et al., 1998; 

Trochu et al., 2000). 

 

 La recherche de patients avec une hémophilie A et opérés pour une valvulopathie a 

permis de retrouver un nouveau patient de 52 ans présentant une régurgitation aortique 

sévère et d’identifier dans cette famille un ancêtre commun vivant au 18eme siècle (Figure 7). 

Grâce à cette nouvelle branche s’ajoutant à l’arbre généalogique de la première famille et à 

une nouvelle analyse de liaison, l'intervalle génétique a été réduit à 6 cM. Dans cette famille, 

3 hommes présentent une dystrophie valvulaire mitrale et un homme a été opéré pour un 

remplacement valvulaire aortique.  

 

À partir d’une étude échocardiographique complète sur cette grande famille française 

réalisée par Professeur Thierry Le Tourneau à l'institut du thorax (Figure 8), les feuillets des 

valves mitrales des patients masculins ont un aspect dystrophique avec un allongement et 

un épaississement des feuillets antérieurs et postérieurs. Un élargissement de l'anneau 

mitral et une ballonisation de la valve mitrale sont également observés et probablement à 

l’origine des régurgitations mitrales. De plus, des régurgitations aortiques sont également 

observées et les femmes présentent une dystrophie de la valve mitrale moins sévère. 

Quelques atteintes des valves pulmonaires et tricuspides ont pu être mises en évidence 

chez certains patients.  
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Figure 8 : Aspects échocardiographiques de la dystrophie valvulaire mitrale modérée 

chez une femme de la famille 1. (A) Epaississement au bout du feuillet mitral antérieur 

(Flèche blanche). (B) Prolapsus ou ballonisation marquée du feuillet postérieur (flèche 

blanche) et une ballonisation modérée du feuillet antérieur (ligne pointillée = ligne anneau 

mitral). D’après Lardeux et al., 2011. 

 

Cette famille française atteinte de XMVD n’est pas un cas isolé. En effet, une famille 

britannique (Famille 2) atteinte de XMVD a également été identifiée. Le cas-index est décédé 

à la naissance d’une maladie valvulaire congénitale sévère, il présentait une atteinte des 4 

valves. D'autres membres de la famille, comme le grand-père avait subi un remplacement de 

la valve tricuspide. Le frère du cas-index a également été diagnostiqué pour des pathologies 

valvulaires aortique et mitrale.  

De la même façon, un jeune garçon d'une famille africaine (Famille 3) a été 

diagnostiqué avec un épaississement et un aspect dystrophique des valves cardiaques 

conduisant à une incompétence variable des différentes valves.  

Enfin, il a été identifié au sein d'une famille chinoise (Famille 4) que 2 garçons 

présentent des dystrophies aortique et mitrale conduisant à des régurgitations. Ces patients 

présentent des atteintes polyvalvulaires avec un épaississement myxomateux.  

 

Dans l'ensemble de ces familles, les hommes ont des atteintes mitrales plus sévères 

que les femmes dues à la transmission par le chromosome X et ces atteintes sont souvent 

multivalvulaires. De plus, aucune modification extracardiaque (malformations squelettiques, 

épilepsies) d'aspect syndromique n'a été mise en évidence. 
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I.2.4.2 Mutations de la filamine A 

 

Un locus a été identifié dans le chromosome Xq28 à partir de l’analyse de liaison sur 

la grande famille française atteinte de XMVD décrite précédemment. Un premier 

séquençage sur les 20 à 30 gènes de l'intervalle sélectionné a été réalisé. Aucune mutation 

n’a été identifiée sur 3 gènes candidats : GPR50 codant pour un récepteur membranaire 

couplé aux protéines G, BGN codant pour le biglycane et ZNF185 codant pour le facteur de 

transcription ZNF185 (« zinc finger protein 185 »). Par contre, une mutation a été identifiée 

dans le gène FLNA composé de 48 exons codant pour la FlnA. Ce gène fut le premier 

identifié dans une dystrophie valvulaire myxoïde non syndromique (Kyndt et al., 2007). La 

mutation identifiée dans la famille française se traduit par une substitution d'un acide aminé 

en position 637 d'une proline en arginine (P637Q).  

D’autres mutations ont été identifiées sur ce gène dans les autres familles. Dans les 

familles 2 et 3, les substitutions G288R et V711D ont été identifiées respectivement. Enfin, 

dans la famille 4, une délétion entre les exons 16 et 19 provoque une délétion de 182 acides 

aminés de la valine 761 à l'acide aspartique 943 (Figure 9) (Kyndt et al., 2007). 

 

Figure 9 : Schéma représentatif de la FlnA avec les mutations identifiées dans quatre 

familles atteintes de XMVD. La FlnA est représentée avec le domaine de liaison à l’actine 

(Orange ABD), les 23 domaines répétés (Bleu) et le domaine de dimérisation (Noir). En 

rouge, les mutations induisant des substitutions d’acides aminés et la délétion associées à la 

XMVD sont localisées dans les différents domaines de la protéine. 

 

 Notons que d’autres mutations de la FlnA ont été identifiées provoquant un large 

ensemble d'anomalies congénitales avec des défauts squelettiques, cérébraux ou 

cardiovasculaires.   

 

 L'hétérotopie nodulaire péri-ventriculaire (HNP) provoque des épisodes d’épilepsie et 

des anomalies cardiovasculaires telles que le canal artériel persistant, une valve aortique 

bicuspide, des anévrismes de l'aorte ou des accidents vasculaires cérébraux (Robertson et 

al., 2003; Feng and Walsh, 2004). Elle se caractérise par une localisation anormale d’un 

ensemble de neurones le long de la paroi du ventricule. Ces neurones présentent un défaut 

de migration dans le cortex cérébrale au cours du développement fœtal qui ne modifie pas 

l’activité cérébrale des patients. Ces mutations majoritairement localisées au niveau du 
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domaine de liaison à l’actine et des domaines 21 à 23 de la FlnA (Cf paragraphe page 27). 

Elles induisent un épissage anormal de l’ARNm conduisant  à l'expression de protéines FlnA 

tronquées et non fonctionnelles. 

 

 En plus de l’HNP, un ensemble de différentes ostéodysplasies fronto-oto-palato-

digitales (OFD) a été associé à des mutations de la FlnA comprenant les syndromes OFD, la 

dysplasie fronto-métaphysaire (DFM) et le syndrome de Melnick-Needles (SMN). Elles se 

caractérisent par de nombreux symptômes communs : une surdité, une fissure du palet, des 

malformations craniofaciales, des retards mentaux et des défauts squelettiques. Les patients 

atteints de ces pathologies présentent des malformations cardiaques telles que une sténose 

pulmonaire, des anévrismes vasculaires et des défauts de septation cardiaque (Robertson et 

al., 2006). Les mutations impliquées sont majoritairement localisées dans le domaine de 

liaison à l'actine ou dans le domaine 10 de la FlnA (Clark et al., 2009) apportant des gains de 

fonction à la FlnA. Par exemple dans le cas de l'OFD1, les mutations sur la FlnA sont 

localisées dans un domaine d’homologie à la calponine (CH) permettant une plus forte 

interaction avec l'actine. 

 

En résumé, les mutations de la FlnA conduisent à une grande diversité de 

pathologies liées à des anomalies congénitales. Dans le cas des anomalies congéniales du 

système cardiovasculaire, décrites précédemment dans la HNP et les OFD,  les atteintes 

valvulaires ne sont pas prédominantes à l’inverse des atteintes valvulaires liées aux 

mutations de la FlnA associées à la XMVD. À l’heure actuelle, les mécanismes moléculaires 

et cellulaires associés à ces anomalies congénitales sont encore mal connus. En revanche, 

la localisation des mutations de la FlnA est spécifique dans les pathologies décrites. Dans le 

cas de la HNP, elles sont localisées dans la partie C terminale de la FlnA alors que pour les 

OFD, elles sont plus dans le domaine de liaison à l’actine et enfin pour la XMVD dans les 8 

premiers domaines de la FlnA. Les effets des mutations sur la FlnA sont différents en 

fonctions des régions des protéines affectées ce qui reflètent le rôle complexe de la FlnA au 

cours du développement. 

 En conclusion, l’étude de génétique familiale appliquée à la XMVD a permis 

d’identifier des mutations dans la FlnA. Cette protéine est une protéine du cytosquelette des 

cellules avec une structure particulière semblable aux immunoglobulines. L’étude des 

mutations de la FlnA associées à la XMVD permettra d’identifier de nouvelles voies de 

signalisation potentiellement impliquées dans les mécanismes physiopathologiques 

associées aux valvulopathies. Une analyse détaillée de la structure et des fonctions de la 

FlnA sera présentée dans la dernière partie de l’introduction. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Dysplasie_fronto-m%C3%A9taphysaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Syndrome_de_Melnick-Needles
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 I.3 La filamine A  
 

I.3.1 Découverte 
 

 La filamine appelée aussi « Actin Binding Protein », a été purifiée après co-

précipitation avec l’actine à partir des macrophages de lapin (Hartwig and Stossel, 1975). Le 

nom de « filamine » vient du faite que cette protéine a été localisée au niveau des fibres de 

stress dans les fibroblastes de poulet. La filamine appartient à la famille des protéines de 

liaison à l'actine comme l'-actinine, la spectrine ou la dystrophine. La synthèse de la 

filamine a été montrée dans des cellules non musculaires (fibroblastes, plaquettes,…) mais 

également dans des cellules musculaires (squelettiques) (Wang et al., 1975). Au cours de 

l’évolution, cette protéine a été très conservée comme en témoigne l’existence de protéines 

orthologues de la filamine dans d’autres organismes comme : Dictyostelium discoideum, 

Entamoeb histolytica (parasite) et Drosophila (Stossel et al., 2001). 

 

I.3.2 Gènes et isoformes  
 

 Chez l’homme, trois gènes (FLNA, FLNB et FLNC) ont été identifiés codant 

respectivement pour trois protéines (A, B et C) avec environ 70 % d’homologie de séquence. 

Les différences de séquence les plus importantes entre les 3 protéines se situent au niveau 

des deux domaines charnières (« Hinge » 1 et  2) avec 45 % d’homologie. Seule, la filamine 

C possède 81 acides aminés supplémentaires dans le 20éme domaine répété. Dans 

Dictyostelium, Entamoeb et Drosophila, les protéines orthologues ont majoritairement une 

charpente plus courte avec une vingtaine de domaines répétés (van der Flier and 

Sonnenberg, 2001b). 

 

 Le gène de la FlnA a une localisation spécifique sur le chromosome X au niveau du 

locus q28 alors que les autres gènes codant pour les filamines B et C sont localisés 

respectivement sur les chromosomes 3 et 7. 

En plus de la localisation chromosomique différente, la régulation de l’expression des 

gènes codant pour les différentes isoformes de la filamine est complexe. La diversité de la 

famille des filamines est augmentée par l’épissage alternatif des ARNm aboutissant à de 

nombreux variants importants dans l’organisation et la régulation du cytosquelette d’actine 

en fonction des types cellulaires ou tissulaires. Concernant la filamine B (FlnB) par exemple, 

une étude de van der Flier et al. a montré que l’expression d’un variant sans le domaine 

« Hinge » 1 accélère la fusion des myoblastes C2C12 en myotubes. Ce phénomène est 

également associé à une dégradation de la FlnB entière. (Xie et al., 1998; van der Flier et al., 

2002; Bello et al., 2009; Pentikäinen et al., 2011). 
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I.3.3 Structure de la filamine A  
 

 Les filamines s’associent en dimères par l’interaction de leur extrémité C-terminale de 

façon non covalente. Ce dimère forme une structure particulière flexible en V, similaire aux 

immunoglobulines. Dans la suite, nous nous intéresserons plus particulièrement à la FlnA, 

une phosphoprotéine de 250 kDa composée de 2647 acides aminés, d'une longueur de 80 

nm et de 3 à 5 nm de largeur (Gorlin et al., 1990).  

 

La filamine A est composée de plusieurs domaines (Figure 10) : 

- un domaine de liaison à l'actine en partie N-terminale,  

- un "squelette" composé de 24 domaines répétés de 96 acides aminés dont la structure est 

semblable aux domaines des immunoglobulines. La flexibilité de la FlnA est assurée par 

deux régions charnières ou "Hinge" entre les domaines 15 - 16 et 23 – 24 qui permettent 

d’organiser le réseau d’actine de façon orthogonale.  

- un domaine de dimérisation à l’extrémité C-terminale (24ème domaine) nécessaire à la 

formation des homodimères de FlnA ou des hétérodimères avec la FlnB.  

 

 

 

   

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Schéma des interactions entre la filamine A et les filaments d'actine. Le 

dimère de filamine A interagit avec l’actine par son domaine de liaison à l’extrémité N-

terminale et les domaines répétés de 9 à15, La dimérisation de la FlnA est permise grâce 

aux domaines situés à l’extrémité C-terminale. D'après Zhou et al., 2010. 
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    I.3.3.1 Sites de liaison à l’actine  

 

 La partie amino-terminale (N-ter) de la FlnA est composée de 275 acides aminés 

appelée « Actin Binding Domain » (ABD) permettant la fixation aux filaments d’actine. Ce 

domaine comporte deux domaines d’homologie à la calponine (CH1 et CH2) de 110 résidus 

chacun. Chaque domaine CH est composé de 4 hélices  avec 11 – 18 résidus suivis de 

boucles plus ou moins longues (Gorlin et al., 1990; Stossel et al., 2001). La structure 

quaternaire de l’ABD de la FlnA est similaire à celle de l'actinine (Figure 11B). De plus, ce 

domaine ABD se retrouve également dans d’autres protéines de liaison à l'actine : 

spectrine, dystrophine, utrophine… Récemment, un second site de liaison à l'actine avec 

une plus faible affinité a été mis en évidence dans les domaines 9 à 15 de la filamine 

(Nakamura et al., 2007). Enfin, la fixation de la FlnA avec l'actine par ce domaine ABD est 

régulée par la calmoduline dépendante du calcium (Nakamura et al., 2005). 

    

    I.3.3.2 Domaines répétés  

 

Le « squelette » de la protéine est composé de 24 séquences répétées de 96 résidus 

similaires aux domaines des immunoglobulines. Ces domaines sont formés de feuillets  

antiparallèles (6-9 acides aminés) espacés de 3 - 4 acides aminés. Les domaines répétés 

sont séparés en deux parties appelées « Rod » 1 et 2 par des séquences charnières 

« Hinge » 1 et 2 situées respectivement entre les 15 – 16ème  répétitions et entre les 23 - 

24éme répétitions.  

Chaque fragment « Rod » de la FlnA a une structure tridimensionnelle spécifique qui 

confère à la protéine des propriétés différentes. Le fragment « Rod »1 correspond aux 15 

premiers domaines organisés en une chaîne linéaire d’environ 58 nm permettant 

l’espacement des filaments d’actine lors de la fixation du dimère de FlnA. En revanche, le 

fragment « Rod » 2 composé des répétitions 16 à 23 est plus compact (19 nm) et s’organise 

en une structure globulaire. Cette structure compacte du fragment « Rod » 2 est permise 

grâce aux repliements des domaines voisins 16, 18 et 20 sur les domaines 17, 19 et 21 par 

des liaisons hydrophobes au niveau des feuillets  (Gorlin et al., 1990). De plus, le fragment 

« Rod » 2 associé au domaine de dimérisation joue un rôle dans la signalisation 

intracellulaire par la fixation à de nombreuses protéines partenaires.  

Par ailleurs, les domaines répétés de la FlnA ont été classés en 4 groupes (A, B, C et 

D) en se basant sur un alignement de séquence en acides aminés (Ithychanda et al., 2009). 

Par exemple dans le groupe A, les domaines 4, 9, 12, 17, 19, 21 et 23 de la FlnA ont des 

similarités de séquence. Ainsi les domaines appartenant à un même groupe possèdent une 
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structure similaire pouvant éventuellement lier les mêmes protéines. De plus, les domaines 

d’un même groupe semblent capables de fixer par un mécanisme commun des ligands 

proches comme la chaîne  de la GPIb (Platelet glycoprotein Ib) sur le domaine 17 et les 

intégrines sur le domaine 21 (Ithychanda et al., 2009). La structure en domaines répétés 

permet de donner une orientation et une flexibilité à la FlnA afin de réaliser un angle de 90° à 

l’intersection avec les filaments d’actine. 

Concernant les séquences charnières « Hinge », elles  assurent aux dimères de FlnA  

une flexibilité importante nécessaire à l’organisation du réseau orthogonal d’actine. Ces 

domaines ont également d’autres rôles dans la régulation des fonctions de la FlnA. D’une 

part, ces séquences sont capables d’être clivées par la calpaïne générant des fragments de 

FlnA susceptibles de se fixer à des facteurs de transcription comme FOXC1 et de réguler 

l’activité transcriptionnelle. D’autre part, de nombreuses séquences consensus de 

phosphorylation ont été identifiées dans ou à proximité de ces « Hinges » permettant, dans 

le cas de la phosphorylation par la protéine kinase A (PKA), d’inhiber le clivage de la FlnA 

par la calpaïne (Figure 11 A) (Stossel et al., 2001; van der Flier and Sonnenberg, 2001b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Structure de l’ABD et localisation des « Hinges ». (A) Architecture de la 

filamine A humaine comprenant les domaines « Hinge » et les différents domaines répétés. 

(B) Structure quaternaire du domaine de liaison à l’actine de l’-actinine, similaire en 

séquence au domaine ABD de la filamine (Franzot et al., 2005). D’après Popowicz et al., 

2006 et Franzot et al., 2005. 

 

    I.3.3.3 Site de dimérisation 

 

L’extrémité C-terminale de la FlnA permet sa dimérisation. Une étude de Pudas et al. 

(2005) a caractérisé le mécanisme de dimérisation des filamines chez les vertébrés. Cette 

dimérisation se produit par la liaison non covalente des feuillets  du domaine 24 de la 

filamine qui s’alignent de façon parallèle. La constante de dissociation du dimère de FlnA est 

de l’ordre du M et correspond à la concentration de FlnA dans les plaquettes (Pudas et al., 

2005). De plus, l'équilibre monomère/dimère est essentiel pour l’activité de la FlnA et peut 

A B 
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être altéré par la protéolyse de la FlnA, l’interaction de protéines partenaires au niveau du 

domaine 24 ou encore la localisation de la FlnA dans une région spécifique de la cellule. 

   

I.3.4 Les protéines partenaires de la filamine A 
 

Au cours des dernières années, plus de 90 protéines partenaires de la FlnA ont été 

identifiées. Ce sont des protéines transmembranaires, des enzymes comme les GTPases 

qui lient et hydrolysent le GTP, des facteurs de transcription ou des molécules impliquées 

dans les voies de signalisation intracellulaire. Le rôle de la FlnA comme protéine d’ancrage 

pour de nombreuses protéines partenaires permet de réguler leur localisation spatio-

temporelle au cours des processus cellulaires. Ces interactions sont régulées par différents 

processus agissant sur la FlnA tels que les forces mécaniques, la protéolyse, la 

phosphorylation et la compétition entre des protéines partenaires. Par ailleurs, les protéines 

partenaires ont une localisation particulière sur la FlnA, elles sont majoritairement situées sur 

les domaines de 16 à 24 (fragment « Rod » 2 et le 24ème domaine) alors que peu de 

protéines ont été identifiées dans les premiers domaines. Ceci suggère que la structure de la 

FlnA joue un rôle prépondérant dans la régulation de ces interactions. La localisation des 

interactions de certaines protéines partenaires de la FlnA est décrite dans la figure 12. 

Figure 12 : Schéma d’un monomère de FlnA avec les zones d’interaction de protéines 

partenaires. Les protéines partenaires de la FlnA représentées sur ce schéma sont 

associées à des fonctions de mécano-protection (Actine, vimentine), de migration 

(GTPases), de signalisation (R : récepteur) et de régulation de la FlnA (PKA, PKC). Les 

différentes protéines partenaires citées seront détaillées dans les paragraphes suivants.  
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Certaines protéines partenaires de la FlnA sont particulièrement intéressantes pour 

leur rôle de signalisation entre la MEC et les signaux intracellulaires pouvant participer aux 

mécanismes physiopathologiques des valvulopathies. Les candidats potentiels peuvent être 

groupés en fonction des processus cellulaires dans lesquels ils sont impliqués tels que : 

 

- La signalisation intracellulaire et activité transcriptionnelle qui fait intervenir la FlnA 

par l’interaction avec des récepteurs transmembranaires et les protéines de signalisation 

intracellulaire. Ces signalisations sont importantes dans la réparation tissulaire des valves 

activant la synthèse de composants de la MEC par les CIV.   

 

- La migration cellulaire, par l’interaction avec les GTPases et l’organisation des 

points focaux, est essentielle au cours de l’EMT durant la valvulogénèse.  

 

- La mécano-protection et l’organisation du cytosquelette grâce aux interactions avec 

les intégrines et l’actine sont nécessaires aux CIV afin de résister aux pressions subies par 

les valves au cours de la contraction du cœur.  

 

 

I.3.5 Les fonctions de la filamine A 

 

La grande diversité de ces protéines partenaires confère à la FlnA de nombreuses 

fonctions cellulaires (Figure 13). Notamment, la FlnA régule précisément les processus 

cellulaires tels que, l’organisation du réseau d’actine, la stabilité membranaire, la mécano-

protection, la migration cellulaire et la transduction des signaux intracellulaires. Ces 

différentes fonctions associées aux protéines partenaires de la FlnA seront détaillées dans 

les paragraphes suivants. 
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Figure 13 : Les fonctions de la filamine A. La fonction principale de la filamine est 

l'organisation du réseau d'actine grâce à des interactions avec les filaments d'actine. Les 

autres fonctions impliquant la FlnA sont la stabilisation membranaire, la « mécano-protection, 

la mobilité cellulaire, la signalisation intracellulaire et l’activité transciptionnelle.  

 

 

I.3.5.1 Stabilisation membranaire, signalisation intracellulaire et activité 

transcriptionnelle  

 

 La FlnA est un élément clé de la stabilité membranaire grâce au lien qu’elle établit 

entre les protéines transmembranaires et le cytosquelette d’actine. Son implication dans 

cette stabilité a été démontrée dans des cellules de mélanome déficientes en FlnA. Dans ces 

dernières, on retrouve une instabilité du réseau d’actine aboutissant à la formation de 

« bulles » au niveau de la membrane plasmique due en partie à l’application de forces 

hydrostatiques. Lorsque la FlnA est réexprimée, elle favorise l’organisation orthogonale des 

filaments d'actine et induit la disparition des « bulles » (Cunningham, 1995; Feng and Walsh, 

2004).  

La FlnA participe à l’ancrage de protéines transmembranaires au niveau de la 

membrane plasmique via le cytosquelette d'actine, important dans la localisation cellulaire et 

le transport vésiculaire de ces protéines. Beaucoup de récepteurs transmembranaires 

comme les intégrines, les récepteurs à l'insuline, à l’EGF (Epithelial Growth Factor), à la 

dopamine, à la calcitonine ou aux opioïdes s'associent à la FlnA (Li et al., 2002; He et al., 
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2003; Seck et al., 2003; Simon and Onoprishvili, 2010). Globalement, la FlnA participe à la 

régulation de l’endocytose et la dégradation des protéines associées au trafic vésiculaire des 

récepteurs transmembranaires. L’endocytose des récepteurs transmembranaires utilise soit 

la voie des vésicules à clatherine soit la voie des cavéoles. La FlnA intervient dans 

l’endocytose associée aux cavéoles en interagissant avec la cavéoline 1 au niveau de ses 

domaines 22 à 24. Cette interaction au niveau de la membrane plasmique, permet la 

phosphorylation de la cavéoline 1 (Cav1) par la PKC et une internalisation des cavéoles 

avec une localisation de Cav1 le long des fibres de stress (Muriel et al., 2011). La FlnA 

régule le taux d’internalisation des récepteurs membranaires tels que les récepteurs à la 

dopamine D3 et aux opioïdes (Cho et al., 2007; Simon and Onoprishvili, 2010). Une autre 

étude montre que le recyclage du récepteur à la calcitonine est diminué en absence de FlnA 

alors que la dégradation du récepteur est augmentée (Seck et al., 2003). Concernant le rôle 

de la FlnA dans la dégradation des récepteurs à la furine et à l’EGF, il a été montré que la 

FlnA participe à la sortie des endosomes tardifs vers la voie de dégradation associée aux 

lysosomes, en revanche, elle n’intervient pas dans les endosomes précoces (Liu et al., 

1997). La FlnA régule la disponibilité des récepteurs à la membrane plasmique ainsi que leur 

dégradation en permettant le rapprochement de molécules de signalisation. Par exemple, la 

FlnA participe au rapprochement de la PKC du récepteur à la dopamine D3 et permet sa 

phosphorylation induisant sa désensibilisation et donc son endocytose par les cavéoles (Cho 

et al., 2007). L’ubiquitinylation du récepteur EGFR, est réalisée après rapprochement de la 

E3 ubiquitine ligase c-cbl par la FlnA.   

La FlnA participe à la régulation d’autres protéines transmembranaires telles que les 

canaux ioniques. Il a été démontré que les forces mécaniques peuvent provoquer une 

augmentation de la concentration de calcium de façon prolongée dans la cellule par 

l'activation des canaux perméables au calcium (SAC). Cette augmentation de calcium peut 

induire l’apoptose des cellules après activation des caspases. L'interaction de la FlnA avec la 

polycystine 2 permet la formation de courbures au niveau de la membrane. Ceci permet de 

maintenir l'intégrité de la membrane et d’empêcher l'activation des SAC; Sharif-Naeini et al., 

2009). Finalement, la FlnA participe à la stabilité des protéines transmembranaires par 

l’organisation du réseau d’actine, la régulation du trafic endosomal et de certaines voies de 

signalisation intracellulaire. 

 

Le maintien par la FlnA de la stabilité des récepteurs transmembranaires permet 

l’induction de phosphorylation (Récepteurs à tyrosine kinase), d’activation des protéines G 

(Récepteur couplé aux protéines G) et le recrutement des protéines de signalisation 

intracellulaire. L’ensemble de ces modifications agit sur de nombreuses voies de 

signalisation dans lesquelles la FlnA joue également un rôle prépondérant. L’activation de 
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ces voies engendre dans la cellule de nombreuses réponses comme la transcription de 

gènes des composants de la MEC ou encore le recyclage de récepteurs associés aux 

facteurs de croissance. La FlnA participe à la régulation des voies de signalisation des MAP 

kinases (MAPKs) impliquées dans la transmission de signaux provenant de la MEC. De plus, 

il a été montré que l’activation de ces voies MAPKs est associée à la calcification des CIV 

(Gu and Masters, 2009). Des travaux ont montré que la FlnA se lie à la arrestine 

conduisant à l'inactivation et à la dégradation des récepteurs couplés aux protéines G 

comme le récepteur de type 1A de l'angiotensine II (Scott et al., 2006). La FlnA participe à 

l’association entre la -arrestine et ERK1/2 activée (Extracellular signal Regulated 

Kinases1/2) permettant l'activation des voies associées à ERK impliquées dans les 

processus de différenciation et de prolifération cellulaire des myofibroblastes (Scott et al., 

2006). La FlnA interagit également avec les MKK (Mitogen activated protein kinase kinase) 4 

et MKK7 impliquées dans l'activation de la voie JNK (c-Jun N-terminal kinases) et la 

réorganisation du cytosquelette d’actine et des points focaux associée à la phosphorylation 

de la paxilline (Sarkisian et al., 2006; Nakagawa et al., 2010). 

 Par ailleurs, la FlnA est impliquée dans la régulation de l'activité transcriptionnelle en 

séquestrant ou en libérant des facteurs de transcription dans le cytoplasme. La FlnA se fixe 

aux facteurs de transcription SMAD2 et SMAD5 de la voie du TGF permettant leur 

phosphorylation et leur accumulation dans le noyau (Sasaki et al., 2001). Ces SMADs vont 

activer la transcription des gènes codant pour les protéines de la MEC comme les 

collagènes ou les protéoglycanes. Enfin, l'activité du facteur de transcription FOXC1 

étroitement associée à la régulation des cellules de la crête neurale au cours du 

développement est important dans la valvulogénèse. L’activité transcriptionnelle de FOXC1 

est contrôlée au niveau nucléaire par des interactions avec la FlnA et la protéine régulatrice 

PBX1 (Berry et al., 2005).  

 

I.3.5.2 Mobilité cellulaire 

 

La FlnA participe à la localisation et à la régulation des voies de signalisation en 

agissant sur les récepteurs et leurs effecteurs. Ces signalisations intracellulaires induisent 

des modifications d’activité GTPasique et de l’organisation du cytosquelette impliquées dans 

les processus de migration et d’adhésion cellulaire. Ces processus permettent aux cellules, 

sous l’influence de différents stimuli (facteurs de croissance, cytokines,…), de se déplacer 

via une réorganisation de leur cytosquelette d'actine. Ces cellules vont alors former des 

renflements membranaires appelés lamellipodes permettant l’extension du cytosquelette 

d’actine en association avec les points focaux ou filopodes, fines extensions permettant de 

détecter l’environnement (Borm et al., 2005). Par ailleurs, la FlnA est localisée sous la 
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membrane au niveau du front de migration et de la zone de rétractation de la cellule en cours 

de migration. Ceci lui confère un rôle important dans la formation et la dynamique des 

extensions membranaires et des points focaux. En effet, la FlnA interagit avec de 

nombreuses protéines partenaires impliquées dans les processus d’adhésion cellulaire 

associés aux points focaux comme les intégrines et la migfiline. Elle participe aussi au 

processus de migration cellulaire par la régulation des GTPases. 

 

I.3.5.2.1 Points focaux d’adhésion  

 

Au cours d’un stress mécanique comme l'étirement ou de stimuli chimiques tels que 

les facteurs de croissance, les cellules vont former des points focaux permettant l’ancrage de 

la cellule sur la MEC et la transduction de signaux intracellulaires par le cytosquelette 

d’actine. Les premiers acteurs de cette cascade d’événement sont les intégrines 

correspondant à des récepteurs d'adhésion très dynamiques à la surface des cellules. Il a 

été démontré que ces intégrines induisent le recrutement de la FlnA dans les points focaux 

d’adhésion afin d’accumuler l’actine et d’augmenter la résistance du cytosquelette de la 

cellule soumise à des contraintes mécaniques (Glogauer et al., 1998; Calderwood et al., 

2001).  

 Dans une première étape, les cellules forment des complexes focaux de petites 

tailles pour se fixer à la MEC à partir de l’activation de l’intégrine V3. Cette dernière 

change de conformation et active les voies de signalisation intracellulaire grâce au 

recrutement de protéines adaptatrices comme la taline. Après l’activation de différentes 

kinases (FAK ou src) la phosphorylation de protéines adaptatrices ou des intégrines induit la 

maturation de ces complexes focaux permettant leur élargissement et leur stabilité afin de 

donner des adhésions focales. Ce processus nécessite le recrutement et le regroupement 

des intégrines 51 ainsi que les protéines adaptatrices : vinculine, paxilline et -actinine. 

Ces adhésions focales liées aux fibres de stress sont maturées sous l’action du stress 

mécanique en adhésions fibrillaires. Ces dernières acquièrent la capacité à contracter les 

filaments d’actine par le système acto-myosine et s’enrichissent en intégrines 51 et 

tensines. Les adhésions fibrillaires permettent d’organiser la matrice de fibronectine en fibres 

qui s’alignent le long des fibres de stress. La régulation de ces points focaux doit être 

dynamique pour permettre la mobilité cellulaire avec la formation de nouveaux points focaux 

sur le front de migration et le recrutement des intégrines alors que ces points focaux se 

dissocient pour la rétractation des cellules. 

Des études ont montré que la perte d'expression de la FlnA inhibait la polarisation et 

le mouvement des cellules à cause d'une instabilité membranaire, induit par un défaut 

d'organisation du réseau d'actine dans les cellules de mélanome. À l'inverse, la 



Introduction 

39 

surexpression de la FlnA empêche la migration neuronale ce qui est permis grâce à sa 

phosphorylation qui la protège contre le clivage par la calpaïne et la dégradation (Sarkisian 

et al., 2006). Enfin, l'augmentation de l'interaction entre la FlnA et les intégrines 7 bloque 

également la migration, les extensions membranaires et la polarisation des cellules 

(Calderwood et al., 2001). Ces observations montrent que la régulation de la quantité de 

FlnA est importante pour la régulation de la polarisation des cellules au cours de la migration 

cellulaire. 

 

Il existe également une interaction indirecte entre les intégrines et la FlnA qui 

participe aux processus d'adhésion, d'étalement et de migration cellulaire par la régulation 

du trafic des intégrines et donc des points focaux. La vimentine et la protéine R-Ras sont 

particulièrement impliquées dans cette interaction (Figure 14). (Caswell et al., 2009). La 

vimentine est une protéine appartenant aux filaments intermédiaires et participe au trafic 

vésiculaire intracellulaire. Il a été montré que la FlnA facilite la phosphorylation de la 

vimentine par la PKC. Cette phosphorylation provoque la dissociation des filaments 

intermédiaires orientant le trafic vésiculaire des intégrines vers la membrane plasmique (Kim 

et al., 2010; MacPherson and Fagerholm, 2010; Kim and McCulloch, 2011). De ce fait, la 

régulation de la vimentine par la FlnA participe aux processus d’adhésion et d’étalement 

cellulaire dépendant des intégrines. Concernant la GTPase R-Ras, il a été montré qu’une 

perte d'interaction avec le domaine 3 de la FlnA induit un défaut de migration cellulaire, 

d'assemblage de la matrice de fibronectine et d'activation des intégrines (Gawecka et al., 

2010). Ainsi le recrutement de R-Ras sur la FlnA à proximité des endosomes permettrait une 

activation des intégrines, la migration cellulaire et le transport vésiculaire des intégrines. 
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Figure 14 : Interaction indirecte entre la filamine A et les intégrines. La filamine permet 

la phosphorylation de la vimentine par le rapprochement de la PKCCette phosphorylation 

induit le désassemblage des filaments intermédiaires et le trafic des intégrines. Dans le cas 

de la protéine R-Ras, la FlnA permet son rapprochement avec les endosomes permettant 

ainsi le trafic vésiculaire des intégrines.  

 

I.3.5.2.2 Les GTPases 

 

La migration cellulaire est orchestrée par les GTPases monomériques de la famille 

Rho (Figure 15). Les extensions membranaires nécessaires à la migration cellulaire sont 

liées à une dynamique spécifique des GTPases cdc42, Ral A, Rac et RhoA ainsi que de 

leurs régulateurs. Les activateurs de ces GTPases, les « guanine nucleotide exchange 

factor » (GEF) permettent l’échange du GDP de la forme inactive par le GTP pour activer les 

GTPases et les inhibiteurs de GTPases, les « guanine activating protein » (GAP) inactivent 

les GTPases en remplaçant le GTP par du GDP. Il a été montré que la FlnA interagit avec 

beaucoup de ces GTPases et avec leurs régulateurs. Par ces interactions, la FlnA agit sur la 

localisation et l’activité des GTPases induisant des modifications dans les extensions 

membranaires qui sont essentielles au processus de migration cellulaire. La FlnA est 

recrutée par RalA liée au GTP en même temps que cdc42 afin d’initier la formation des 

filopodes par la polymérisation de l’actine et l’organisation en fibres parallèles d’actine (Ohta 

et al., 1999). Ces filopodes permettent de détecter l’environnement et d’orienter la migration 

cellulaire en fonction des stimuli rencontrés. La cellule oriente sa migration par la formation 

d’un lamellipode. L’interaction entre la FlnA et la protéine GEF Trio permet le rapprochement 

de Trio et de la GTPase Rac induisant son activation. La GTPase Rac activée permet 
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ensuite l’activation de la kinase PAK1 nécessaire à la polymérisation de l’actine de façon 

orthogonale et la formation de nouveaux filaments d’actine pour l’élaboration du lamellipode. 

En revanche, la voie RhoA/ROCK est inhibée par le recrutement de la protéine 

p190RhoGAP grâce à son interaction avec la FlnA au niveau du lamellipode.  

La cellule ayant adhérée à son substrat par la formation de points focaux et ayant 

orientée sa migration par un lamellipode, elle répartit son contenu cellulaire vers le sens de 

migration. Dans le sens opposé, il se produit alors une rétractation de la cellule par le 

détachement des points focaux associés au substrat. Il a été montré dans ce cas, la FlnA 

permet l’activation de RhoA par l’interaction avec la protéine GEF Lbc  induisant l’activation 

de la kinase ROCK et la dissociation des points focaux (Ueda et al., 2003; Gawecka et al., 

2010). L’activation de la kinase ROCK permet la phosphorylation de la protéine FilGAP 

induisant l’inhibition de la voie Rac (Bellanger et al., 2000; Nakamura et al., 2009). 

L’ensemble des régulations de ces GTPases participe aux processus de migration et 

d’étalement cellulaires avec une contribution importante de la FlnA du fait des nombreuses 

interactions que cette protéine peut favoriser entre les différentes protéines régulatrices.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Interactions de la filamine A impliquées dans la migration cellulaire. La 

FlnA stabilise les GTPases monomériques (cdc42, RalA, Rac, RhoA) pendant la migration. 

Le front de migration des cellules est régulé par une série de complexes protéiques 

participant à l'assemblage et à la réorganisation du réseau d'actine par des GAP (FilGAP, 

p190RhoGAP) et des GEF (Trio, Lbc) ou des kinases (ROCK, PAK1 (p21 activated protein 

kinases 1) D’après Zhou et al., 2010.  
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I.3.5.3 Mécano-protection et organisation du cytosquelette 

 

I.3.5.3.1 Organisation du réseau d’actine 

 

La FlnA interagit avec les filaments d’actine par ses domaines ABD modulant la forme 

des intersections (T avec un angle de 90° ou Y avec un angle inférieur à 90°) entre les 

filaments d’actine. Cette fixation spécifique permet un grand angle de branchement dû à la 

grande flexibilité de la protéine. Des études in vitro d’affinité de la FlnA purifiée avec les 

filaments d’actine ont permis de déterminer  la constante d'affinité dans les conditions 

normales de  2.10-6 M et un niveau d'agrégation (saturation) de 8 à 12 filaments d’actine (F-

actine) pour un dimère de filamine permettant d’obtenir un réseau (Gorlin et al., 1990; van 

der Flier and Sonnenberg, 2001a). De plus, le rapport entre filamine / F-actine doit être 

précis afin d'obtenir un réseau orthogonal. Ainsi, un rapport élevé 1/10 conduit à la formation 

de faisceaux d'actine (Weihing, 1985) tandis que pour un rapport de 1/50, le réseau d'actine 

est organisé de façon orthogonale. La régulation de ces interactions est dépendante du 

calcium, la fixation de la calmoduline-Ca2+ sur la FlnA induisant la dissociation du réseau 

FlnA / F-Actine (Feng and Walsh, 2004). En revanche, l’application d’un stress mécanique 

sur les cellules augmente l’affinité entre la FlnA et les filaments d’actine pouvant mener à la 

dissociation brutale du réseau filamine - actine. Au niveau cellulaire, la FlnA joue donc un 

rôle primordial dans la structure du cytosquelette d’actine en « 3D ».  

De plus, la FlnA participe à l’organisation des filaments intermédiaires constituants de la 

charpente cellulaire et des structures plus stables par rapport aux filaments d’actine. Les 

interactions entre la vimentine, constituant majoritaire des filaments intermédiaires, et les 

premiers domaines de la FlnA permettent la phosphorylation de la vimentine par la PKC. La 

dissociation de la vimentine phosphorylée des filaments intermédiaires induit un étalement 

cellulaire (Kim et al., 2009, 2010). La FlnA module donc les propriétés de viscosité et 

d’élasticité du cytosquelette afin de permettre les changements morphologiques des cellules 

nécessaires pour résister aux forces mécaniques.  

 

I.3.5.3.2 Mécano-protection 

 

Au cours de l’application de forces mécaniques, les cellules préservent l'intégrité de 

leurs membranes par un remodelage du réseau d’actine et en adaptant leur forme et leur 

interaction à la MEC (Yamazaki et al., 2002). Ces changements vont activer des cascades 

de signalisation intracellulaire permettant une réponse adaptée, ce phénomène s’appelle la 

"mécano-protection". La FlnA sert de « mécanosenseur » des tensions appliquées sur les 

cellules grâce à son interaction avec les intégrines et FilGAP. 
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Récemment, il a été montré que les déformations subies par le réseau d’actine au 

cours d’un stress mécanique modifient les interactions de la FlnA avec les intégrines et 

FilGAP, une GAP inactivant Rac (Figure 16). Les tensions appliquées sur les cellules vont 

écarter les sous-unités du dimère de FlnA permettant la libération de FilGAP après 

dissociation de l’interaction avec les deux sous-unités de la FlnA (Ehrlicher et al., 2011). 

D’après une étude de Ohta et al en 2006, la phosphorylation de FilGAP pourrait diminuer 

l’activité de Rac au niveau de la membrane plasmique et inhibe la formation de lamellipodes 

(Ohta et al., 2006). Cette phosphorylation est induite par ROCK, une kinase activée par la 

voie RhoA. Cette voie permet également la formation de fibres de stress. En parallèle, la 

FlnA va fixer les intégrines et activer leur regroupement augmentant l’adhésion et l’activation 

des protéines de signalisation intracellulaire.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16  : Schéma de l’effet lié à l’étirement sur la FlnA au niveau de la fixation des 

intégrines et de la libération de FilGAP. A) Schéma représentant l’effet de l’application 

d’une tension unidirectionnelle sur le réseau de FlnA / F-actine. B) Modèle de fixation des 

intégrines et de FilGAP sur la FlnA avant et après une déformation. D’après Lynch and 

Sheetz, 2011.  
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 Les intégrines sont des « mécanosenseur » importants des cellules qui sont des 

glycoprotéines membranaires d'ancrage des cellules sur la MEC. Ces récepteurs d'adhésion 

sont formés par des hétérodimères composés de 2 chaînes polypeptidiques 

transmembranaires  et . Chez l'homme, actuellement, il a été décrit 18 sous-unités  et 8 

sous-unités  (Hynes, 2002). Ces protéines sont composées d'un domaine extracellulaire 

globulaire permettant l’interaction avec les ligands dans la MEC, d’un domaine 

transmembranaire permettant son ancrage dans la membrane et d’un court domaine 

intracellulaire de 75 acides aminés participant à la transduction de signaux intracellulaires 

(Figure 17 A) (Hynes, 2004; Johnson et al., 2009). La chaîne 1 des intégrines forme le plus 

d'hétérodimères (Figure 17 B) et est la plus exprimée dans les différents types cellulaires. 

Les intégrines peuvent être classés en 4 catégories en fonction de leurs ligands : 1) les 

récepteurs de type RGD reconnaissant la fibronectine, la vitronectine et la forme latente du 

TGF, 2) les récepteurs aux collagènes, 3) les récepteurs à la laminine et 4) les récepteurs 

leucocytaires reconnaissant l’ostéopontine ou la VCAM-1. (Figure 17 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Structures et ligands des intégrines. (A) Représentation d'une intégrine 

composée de ses chaînes  et Les parties extracellulaires forment un site spécifique de 

liaison aux composants de la MEC. D'après MF Poupon., 2006. (B) Représentation 

schématique de la famille des 24 hétérodimères d’intégrines et de leurs ligands. D'après 

Barczyk et al., 2010.  

 

 Une des particularités des intégrines est leur implication dans une signalisation 

bidirectionnelle, soit « outside-in » ou « inside-out ». Dans la première, les intégrines 

transforment les signaux mécaniques dus à l’étirement appliqué sur la MEC en signaux 
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intracellulaires. Dans la seconde, les protéines régulatrices intracellulaires modifient 

l'activation des intégrines, leur affinité pour la MEC et leurs propriétés d’adhésion (Askari et 

al., 2009). Ces récepteurs d'adhésion établissent un lien avec le cytosquelette d'actine en 

formant des points focaux d'adhésion grâce à l'interaction avec des protéines de liaison à 

l'actine (taline, filamine,  actinine...). Ces molécules adaptatrices sont classées en 3 

grandes catégories avec des protéines de structure (taline ou filamine), des protéines 

d'échafaudage (paxilline ou kindlines) et des protéines à activité catalytique que sont les 

kinase (FAK ou Focal Adhesion Kinase, src) ou les phosphatase (PP2A, SHP-2) (Hato et al., 

1998; Izard et al., 2004; Moser et al., 2008; Legate and Fässler, 2009a).  

 

 Les intégrines sont des structures complexes avec de nombreuses protéines 

partenaires ou ligands. Elles sont régulées de la même façon que la FlnA par des 

phosphorylations ou des compétitions d'interaction avec des protéines partenaires. Les 

chaînes  des intégrines possèdent de nombreux sites de phosphorylation. Il a été montré 

que la taline se fixe sur la forme non phosphorylée de la chaîne 3 des intégrines et induit 

son activation (Legate and Fässler, 2009a). Des études ont également montré que la 

phosphorylation de cette chaîne 3 des intégrines par FAK provoque la dissociation de la 

taline et l’association de la tensine induisant l’activation de la voie Akt (Oxley et al., 2008). 

De plus, la phosphorylation de la tyrosine 758 de la chaîne 2 des intégrines conduit à la 

dissociation de la FlnA et favorise l’interaction avec la protéine 14-3-3 (Takala et al., 2008). 

En revanche, la fixation de la FlnA  induit une compétition avec la taline et la protéine 14-3-3 

dépendant de l’état de phosphorylation au niveau des sites d’interaction sur les intégrines. 

Le phénomène de compétition entre la FlnA et la protéine 14-3-3 ou la taline permet de 

réguler les interactions avec les intégrines (Takala et al., 2008; Chen et al., 2009; Legate and 

Fässler, 2009b). La migfiline, quant à elle, se fixe sur la FlnA dans la région d'interaction 

avec les intégrines inhibant l’association de la FlnA avec les intégrines et facilitant celle de la 

taline (Lad et al., 2008). Plusieurs kinases permettant la phosphorylation de la FlnA ont été 

identifiées comme la protéine kinase A (PKA), Ribosomal S6 kinase (RSK), plusieurs 

isoformes de protéine kinase C (PKC) et CaM kinase II (Ca2+/calmodulin-dependant kinase 

II) (Jay et al., 2004; Woo et al., 2004). Cette complexité de régulation des intégrines permet 

une cinétique spatiale et temporelle de leur activation en fonction des kinases ou des 

protéines adaptatrices présentes à un moment donné. Cette dynamique de protéines est lié 

aux forces mécaniques subies, aux processus cellulaires engagés tels que la migration 

cellulaire ou encore la composition de la MEC.  

 

La relation entre les intégrines et la FlnA est essentielle pour la « mécano-

protection ». En 1995, l'interaction entre la FlnA et le domaine intra-cytoplasmique de la 
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chaîne 2 des intégrines a été découverte (Sharma et al., 1995). Par la suite, la région 

d'interaction entre la FlnA et la chaîne 1 des intégrines a pu être identifiée dans le domaine 

21 de la FlnA qui est formé de 8 feuillets  créant un sillon où les intégrines viennent se 

loger. (Loo et al., 1998; Kiema et al., 2006). Un mécanisme d'auto-inhibition de la FlnA a été 

décrit par Lad et al en 2007, ce mécanisme est basé sur le repliement des domaines répétés 

19 à 21 de la FlnA grâce à des liaisons non covalentes entre les feuillets  des différents 

domaines. Le repliement provoque un encombrement stérique qui empêche les intégrines 

d’avoir accès à leur site de fixation sur la FlnA (Lad et al., 2007; Jiang and Campbell, 2008). 

Par contre, il a été montré que les forces mécaniques appliquées sur les cellules permettent 

l’ouverture du dimère de FlnA et donc l’accès au site de liaison des intégrines. De plus, 

l'étirement induit le recrutement de la FlnA par les intégrines dans les points focaux 

d'adhésion permettant l'accumulation d'actine et l’augmentation de la rigidité du réseau 

cortical d'actine. Les forces appliquées sur les cellules induisent également l'expression de la 

FlnA par l'augmentation de la stabilité des ARNm (D’Addario et al., 2001). Cette interaction 

est importante afin de permettre la transmission du stress mécanique subi par les cellules au 

niveau du cytosquelette d'actine ainsi que pour maintenir l’intégrité de la membrane 

plasmique.  

 

En conclusion de cette partie sur les multiples fonctions de la FlnA, il est important de 

noter que cette protéine joue un rôle majeur non seulement dans la structure cellulaire mais 

également dans les communications que la cellule établie avec son environnement. Ce sont 

des aspects déterminants pour les cellules de valves cardiaques soumises à des conditions 

environnementales si particulières. 

 

I.3.6 Localisation et distribution  
 

 Les expressions de la filamine A et B sont ubiquitaires contrairement à la filamine C 

qui est exprimée majoritairement dans les muscles cardiaque ou squelettique. La FlnA est 

localisée le long des fibres de stress, aux intersections des filaments d’actine, sous la 

membrane plasmique et au niveau des renflements des cellules en cours de migration (van 

der Flier and Sonnenberg, 2001b).  

 

 Au cours du développement cardiaque de la souris, l’expression de FlnA est 

majoritairement retrouvée dans les cellules non musculaires, plus particulièrement dans les 

cellules épicardiques, endocardiques et mésenchymateuses dérivant de l'EMT.  
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Au stade E9.5 du développement embryonnaire de la souris, l'expression de la FlnA 

est retrouvée dans l'endocarde et le mésenchyme des bourrelets endocardiques atrio-

ventriculaires ainsi que dans les voies d'éjection artérielle mais, pas dans le myocarde.  

Au stade E17.5, toutes les valves cardiaques expriment la FlnA. Cependant, elle est 

plus fortement marquée dans les cellules interstitielles de l'atrialis dans les valves atrio-

ventriculaires et la ventricularis dans les valves semi-lunaires. La FlnA est également 

retrouvée dans le mésenchyme des sillons atrio-ventriculaires au niveau des valvules, 

l'endothélium des trabécules ventriculaires et dans les artères pulmonaires et aortiques.  

Après la naissance, son expression est toujours présente dans les valves mais, aussi 

dans l'épicarde, les coronaires, l'anneau fibreux et dans les parois des artères pulmonaires 

et aortiques.  

À partir du 6éme mois, une hétérogénéité d'expression est retrouvée dans les feuillets 

des valves et dans l'appareil valvulaire associé. Une faible expression est identifiée dans la 

ventricularis et l'atrialis des valves. Son expression est encore plus faible dans la partie sous 

endothéliale. Enfin, la FlnA n'est plus exprimée dans les muscles papillaires et les 

cardiomyocytes. Toutefois, une forte expression persiste dans les coronaires, l'anneau 

fibreux et les cordages tendineux.  

 

Dans les valves myxomateuses, les expressions de la FlnA et de l'actine des muscles 

lisses sont augmentées dans l'ensemble de la valve alors qu’elles sont restreintes à l’espace 

sous-endothélial et dans la partie centrale des valves saines. (Norris et al., 2010). Ces 

observations montrent que la FlnA est associée aux processus physiopathologiques au 

cours de l'activation des CIV.  
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II Les objectifs 
 

 

  

À l’heure actuelle, plusieurs mutations dans le gène FLNA codant pour la FlnA ont été 

identifiées chez des patients atteints de XMVD. Ces patients développent des atteintes 

multivalvulaires avec un aspect dystrophique de la valve mitrale qui induit des régurgitations. 

Le lien entre la FlnA, une protéine du cytosquelette d'actine, et les mécanismes 

physiopathologiques de la XMVD n’était pas connu.  

 

  L'objectif de mon travail de thèse a été d'identifier les conséquences moléculaires et 

cellulaires associés aux mutations de la FlnA et leurs liens avec les mécanismes 

physiopathologiques de la XMVD. 

 

 Dans une première partie, l’objectif a été d’étudier les effets des mutations G288R 

et P637Q de la FlnA dans un modèle cellulaire déficient en FlnA afin d’identifier les voies de 

signalisation potentiellement impliquées dans la XMVD.  

 

 Dans une deuxième partie, nous avons mené des travaux pour identifier de 

nouvelles protéines partenaires interagissant dans les premiers domaines de la FlnA. À 

l’heure actuelle, la majorité des protéines partenaires ont été localisée au niveau des 

domaines 16 à 24 alors que peu de protéines ont été identifiées au niveau des domaines 

contenant  les mutations associées à la XMVD.  
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III Partie I 

Les mutations de la filamine A  

associées à la XMVD diminuent la stabilité 

des intégrines 1 
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III 1 Introduction 
 

 Dans des études précédentes sur la dystrophie valvulaire myxoïde liée au 

chromosome X, des mutations dans le gène de la FlnA ont été identifiées (Kyndt et al., 1998,  

2007). Par ailleurs, ce gène est le premier identifié dans une dystrophie valvulaire non liée à 

un syndrome. L'étude clinique de ces patients atteints de XMVD montrent qu'ils développent 

des atteintes multi-valvulaire sans autres atteintes syndromiques. Au niveau histologique, il 

semble que les valves de ces patients présentent une dégénération myxoïde conduisant à 

un épaississement et un allongement des valves ainsi qu'une dilatation de l'anneau mitral 

(Lardeux et al., 2011).  

 

La FlnA est une protéine ubiquitaire du cytosquelette d'actine et de nombreux travaux 

ont détaillé les fonctions de la FlnA dans l'organisation orthogonale du réseau d'actine. 

(Gorlin et al., 1990)(van der Flier and Sonnenberg, 2001b). Elle intervient dans la « mécano-

protection », la stabilité membranaire ou encore les processus d'adhésion, de migration et 

d'étalement cellulaire (Feng and Walsh, 2004). Au cours de l’application d’un stress 

mécanique sur les cellules, la FlnA est recrutée par les intégrines dans les points focaux 

permettant de rigidifier le réseau d’actine. Cette liaison permet la transmission entre la MEC 

et le cytosquelette des cellules de signaux mécaniques ou chimiques (TGF. Cette 

transmission est médiée par des protéines transmembranaires d’adhésion que sont les 

intégrines. Les intégrines 51 permettent la formation des points focaux fibrillaires 

essentiels à l’organisation de la matrice de fibronectine (Takada et al., 2007). Il a été montré 

que les intégrines permettent la régulation de la MEC par l’internalisation et la dégradation 

de ces composants par les lysosomes (Shi and Sottile, 2008)(Panetti and McKeown-Longo, 

1993).  

 

Le but de ce travail est d’identifier des mécanismes physiopathologiques de la 

valvulopathie impliquant la FlnA et de comprendre son rôle dans le développement de la 

pathologie.  

 

 Le meilleur modèle cellulaire aurait été les cellules de valves issues de patients 

exprimant les FlnA mutées mais, nous n’avons pas pu en obtenir dû à la rareté des 

prélèvements. En effet dans le cas des valvulopathies, l’option chirurgicale est la dernière 

option envisagée et elle privilégie la réparation au remplacement valvulaire. Dans la 

littérature, deux modèles de souris déficient en FlnA ont été caractérisés, les mâles 

considérés comme homozygote développent des défauts cardiaque, squelettique et du palet 

conduisant à une létalité importante. Ces phénotypes sont similaires à ceux retrouvés chez 
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les patients atteints de syndromes OFD associées à des mutations de la FlnA. Au niveau 

cellulaire, la déficience en FlnA induit une variabilité de phénotype en fonction du type 

cellulaire. Les fibroblastes ne développent pas de défaut de morphologie ou de migration. 

Par contre, les monocytes FlnA-/- ont perdu la capacité de migrer et de fusionner. De même 

il a été observé un défaut des jonctions adhérentes par une diminution de la VE-cadhérine 

des cellules endothéliales vasculaires FlnA-/-. Ces variabilités peuvent être dues à un effet 

de compensation de la FlnA par les autres isoformes. 

Nous avons donc utilisé comme modèle les cellules M2 issues d'un mélanome et 

déficientes en FlnA exprimant faiblement la FlnB (Cunningham et al., 1992). Les cellules M2 

forment des « bulles » à leur surface membranaire dues un défaut d'organisation du réseau 

d'actine. Ce défaut provoque une instabilité membranaire induisant alors des défauts de 

migration et une réduction des extensions membranaires. (Cunningham, 1995). La 

réexpression stable de la FlnA dans ces cellules M2 corrige ces défauts (cellules 

A7)(Cunningham et al., 1992). Après transfection de la FlnA WT ou mutée dans les cellules 

M2, il est alors possible d'évaluer in vitro les effets des mutations. Récemment, un modèle 

de cellules HT1080 invalidé par des shRNA contre la FlnA, la FlnB ou les deux FlnA/B a été 

caractérisé et seulement la double invalidation de la FlnA et la FlnB induit un défaut de 

migration. Les effets des mutations seront également évalués dans ce nouveau modèle.  

  

 

 Nous avons établi des lignées stables exprimant les FlnA WT ou mutantes 

(G288R ou P637Q) dans les cellules de mélanome déficientes en FlnA. Dans ces lignées 

stables, nous avons comparé, les effets de la FlnA WT aux FlnA mutées sur différents 

paramètres tels que la morphologie, la migration ou l’adhésion cellulaire. Nous avons 

identifié les voies de signalisation impliquées.  
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III.2 Matériel et méthode 

 

III.2.1 Réactifs, plasmides et traitement 

Les fournisseurs des différents anticorps utilisés sont répertoriés dans le tableau 2. 

La fibronectine humaine et la laminine ont été fournies par la société Sigma Aldrich. La 

phalloïdine « fluorescein isothiocyanate » (FITC) et rhodamine ainsi que le 4',6'-diamidino-2-

phénylindole (DAPI) et la Généticine G418 (G418) étaient fournis par la société Invitrogen. 

Le cycloheximide provenant de Calbiochem a été utilisé pour bloquer la synthèse protéique à 

40g/mL pendant 8 heures. Les séquences des différentes FlnA sauvage et mutantes 

G288R / P637Q ont été introduites dans un vecteur d’expression pcDNA3 contenant un 

promoteur fort CMV. Les séquences de ces FlnA ont également été sous clonées dans un 

plasmide pcDNA3 sous contrôle du promoteur CMV avec une séquence permettant de 

tagger les protéines avec le « green fluorescent protein » (GFP). Les anticorps utilisés et 

leurs dilutions sont répertoriés dans le tableau 2 suivant : 

Anticorps  

  dilution 

Nom Fournisseur  espèce WB IF 

Filamine A Chemicon  Souris 1/4000 1/1000 

intégrine 1 (12G10) Chemicon  Souris 1/500   

intégrine 1 (4B7R) Santa cruz Souris    1/500 

Vinculine Sigma  Souris 1/1000 
 Vinculine Sigma Lapin 

 
1/400 

Fibronectine  santa cruz  Lapin   1/500  

GAPDH santa cruz  Souris 1/10000   

Anti - mouse HRP santa cruz   1/5000   

Anti - mouse HRP santa cruz   1/5000   

Anti mouse alexa 594 molecular probe     1/1000 

Anti mouse alexa 488 molecular probe     1/1000 

Anti rabbit alexa 488 molecular probe     1/1000 
 

Tableau 2 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés en Western-blot et en 

immunofluorescence.  

 

III.2.2 Culture cellulaire  

 

III.2.2.1 Cellules de mélanome et cellules HT1080 

Les cellules M2 déficientes en FlnA sont des cellules cancéreuses humaines isolées 

d’un  mélanome (Cunningham et al., 1992). La lignée A7 est une lignée sous-clonale de 

cellules M2 dans laquelle l’expression stable de la FlnA WT a été restaurée.  Ces lignées ont 
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été obtenues auprès du Dr. F Nakamura (Université de Harvard, Cambridge, MA). Ces 

cellules ont été cultivées en milieu MEM supplémenté avec 2 % de sérum de veau fœtal 

(SVF), 8 % de sérum de veau nouveau né (SVNN), 100 Unité/mL de pénicilline et 100g/mL 

de streptomycine. Elles étaient placées à 37°C dans un incubateur à C02 (5 %) avec une 

atmosphère humidifiée et ont été repiquées tous les 3 ou 4 jours. Une pression de sélection 

à 200g/mL de G418 est maintenue sur les lignées stables et la lignée A7. La lignée de 

cellules HT1080 a été obtenue à partir de cellules humaines issues d’un fibrosarcome. Le Dr 

Lutz nous a fourni 3 lignées établies à partir des cellules HT1080 ainsi que les cellules 

HT1080 d’origine. Les 3 lignées ont été établies par transfection de shRNA qui permettent 

d’invalider soit la FlnA soit la FlnB et enfin les deux isoformes (FlnA et FlnB). Elles ont été 

cultivées dans du DMEM contenant 10 % de SVF, 100U/mL de pénicilline et 100g/mL de 

streptomycine à 37°C dans une atmosphère humide à 5 % de CO2. Afin de maintenir la 

sélection de la lignée HT1080 invalidée pour la FlnA, 2g/mL de Puromycine a été ajoutée 

au milieu de culture.  

 

III.2.2.2 Clonage de lignées cellulaires stables exprimant les FlnA 

WT, P637Q et G288R 

Les cellules M2 ont été ensemencées à 3.105 cellules (80 % de confluence) dans un 

puits de 9.4 cm2. Pour réaliser les transfections de plasmides pcDNA3 FlnA WT, G288R et 

P637Q, 2g d’ADN plasmatique a été dilué dans 100L de MEM sans sérum auquel il est 

ajouté 3L de Fugene6 (Roche – Applied science). Le mélange a été incubé 20 à 30 min à 

température ambiante (Tamb) puis les complexes ADN/lipide cationique ont été mis en 

contact avec les cellules adhérentes pendant 48 heures. Les cellules transfectées ont été 

diluées dans des boites de pétri de diamètre de 10 cm à 5.104 et 2.105  cellules et placées en 

milieu de sélection G418 à 800g/mL au bout de  24h qui a été changé tout les deux jours 

pendant 15  jours. Un test de toxicité à l’antibiotique de sélection G418 sur les cellules M2 a 

permis de sélectionner la concentration de 800g/mL afin d’avoir une mortalité de 95 % des 

cellules M2 en 10 jours. Les clones résistants ont été prélevés grâce à des cylindres de 

verre.  Pour cela, les cellules ont été rincées avec un tampon « phosphate buffer saline » 

(PBS), les cylindres de verre  enduits de graisse permettent d’isoler le clone du reste de la 

boite et de décoller les cellules par l’action de la trypsine pendant 5 min. Les cellules de 

chaque clone ont été placées dans des plaques de 24 puits, puis amplifiées et congelées.  

 

III.2.2.3 Transfection transitoire 

Les cellules HT1080 WT ou invalidées pour la FlnA ont été ensemencées à 30.104 

cellules dans un puits de 9.4 cm2 pour obtenir 80 % de confluence au bout de 24 heures. 
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Elles sont rincées avec du opti-MEM sans sérum. Les plasmides pcDNA3 avec un promoteur 

CMV codant pour les FlnA WT, G288R et P637Q taggées GFP ont été incubés avec un 

lipide cationique : la lipofectamine 2000 (Invitrogen). Le mélange de 2g d’ADN pour 2l de 

lipofectamine 2000 dilué dans du opti-MEM a été placé sur les cellules pendant 4 heures 

puis le milieu a été changé pour du milieu avec 10 % de sérum. 

 

III.2.3 RT-PCR semi quantitative en temps réel 

 

III.2.3.1 Extraction des ARN totaux  

Les ARN totaux ont été isolés des cellules qui expriment la FlnA WT, G288R et 

P637Q ensemencées à 40.104 cellules dans un puits de 9.4 cm2 à l’aide d’un kit RNeasy 

mini (Qiagen). Les ARN ont été dosés au NANODrop et la qualité des ARN a été évaluée 

par « polymerase chain reaction » (PCR) afin d’évaluer une éventuelle contamination par 

l’ADN génomique. 

 

III.2.3.2 La transcription inverse 

La transcription inverse (RT) permettant la transcription des ARN en ADN 

complémentaire (ADNc) a été réalisée à l’aide d’un kit Applied Biosystem high capacity 

cDNA reverse transcription qui utilise des primers aléatoires. Le mélange réactionnel est 

incubé 10 min à 25°C et 120 min à 37°C qui permet la transcription en ADNc.  

 

III.2.3.3 PCR quantitative  

L’ADNc obtenu a été amplifié par PCR en présence de SYBER Green, un fluorphore 

qui est capable de fluorescé quand il se fixe à l’ADN double brin. La PCR quantitative a été 

réalisée à l’aide d’un kit Applied Biosystem Power SYBER green master mix PCR. Les 

oligonucléotides sens et anti-sens spécifiques des gènes à amplifier ont été choisis grâce au 

logiciel Primer Express 3.0 (Tableau 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 : Séquences des amorces utilisées en PCR quantitative 

Nom du gène Amorces Séquence des amorces Tm(°C) 

ITGB1 
Sens 5'-CAACACCAGCTAAGCTCAGGAA-3' 58 

Anti sens 5'-CTAAATGGGCTGGTGCAGTTC-3' 58 

ITGB3 
Sens 5'-GTCCTCCAGCTCATTGTTGATG-3' 58 

Anti sens 5'-GGTCACGCACTTCCAGCTCTA-3' 59 

ITGA5 
Sens 5'-CAGTGCCGAGTTCACCAAG-3' 58 

Anti sens 5'-GCCTTGCCAGAAATAGCTTCCT-3' 60 

ITGAV 
Sens 5'-CGCGTCTTCCCGGATGT-3' 59 

Anti sens 5'-GGCTGGGTGGTGTTTGCTT-3' 60 
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La spécificité de chaque couple de primer a été testée avec des dilutions croissantes 

d’ADNc et en analysant le spectre de dissociation du SYBRGreen du produit de PCR en fin 

d’expérience.  

La plaque contenant les mélanges réactionnels a été centrifugée 2 min à 200g puis 

placées dans le lecteur ABI PRISM 7900HT. Le gène de référence utilisé pour la 

quantification des résultats est la Hypoxanthrine phosphoribosyl transferase (HPRT). Le 

cycle seuil ou Ct a été déterminé dans les différentes conditions par le nombre de cycle qui 

permet de détecter une fluorescence au-dessus du bruit de fond. La quantification relative du 

niveau d’expression a été obtenue par la méthode des Ct et normalisée par rapport à 

l’expression de la HPRT. Les résultats représentent la moyenne de 5 expériences 

indépendantes réalisées en duplicate. 

 

III.2.4 Immunofluorescence 
 

III.2.4.1 Marquage du cytosquelette et des protéines des points focaux.  

Les cellules ont été ensemencées à 2.5.104 cellules sur les lamelles de verre 

incubées. Elles sont ensemencées 48 heures sur des lamelles de verre contenant de la 

laminine afin de faire un marquage du cytosquelette d’actine des cellules. Les lamelles ont 

été récupérées, rincées 2 fois au PBS puis fixées au paraformaldehyde (PAF) 2 % pendant 

15 min. Après un nouveau rinçage au PBS, les cellules ont été perméabilisées avec du PBS, 

0.1 % de Triton X100 et 50mM de NH4Cl pendant 10 min. L’actine F polymérisée a été 

marquée avec de la phalloïdine couplé FITC (1g/mL) pendant 20 min. Les noyaux ont été 

marqués avec du DAPI pendant 10 min. Enfin les cellules ont été rincées 3 fois au PBS et 

les lamelles ont été montées sur lames à l’aide de Prolongold (Invitrogen). Les images ont 

été obtenues sur un microscope à épifluorescence Zeiss Axiovert.  

Les marquages d’immunofluorescence indirecte ont permis de localiser des protéines 

telles que la FlnA, l’intégrines 1 et la vinculine. Après la perméabilisation, les cellules ont 

été incubées avec les anticorps primaires contre ces différentes protéines pendant 1 heure. 

Ces anticorps ont été dilués dans une solution de PBS avec 1 % de « bovine serum 

albumin » BSA pour saturer les sites aspécifiques. Les cellules ont été lavées 3 fois au PBS 

puis incubées 1 heure en présence des anticorps secondaires appropriés. Les noyaux des 

cellules ont été marqués et les lamelles ont été montées sur lames.   

Le marquage de surface des intégrines 1 a été réalisé sur des cellules vivantes qui ont été 

lavées 3 fois au PBS puis incubées avec l’anticorps primaire anti-intégrine 1 (4B7R). Les 
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cellules ont ensuite été fixées au PAF 2 %, perméabilisées et les noyaux ont été marqués au 

DAPI.  

   

III.2.4.2 Assemblage de la matrice de fibronectine 

Cette technique a pour but d’évaluer la capacité des intégrines à se regrouper afin  

d’assembler la matrice de fibronectine à la surface des cellules. Les cellules ont été 

ensemencées à 50.104 cellules par puits de 9.4 cm2 et incubées ou non avec 100g de 

fibronectine humaine pendant 24 heures à 37°C. Elles ont été rincées 3 fois au PBS, fixées 

au PAF 2 % puis incubées avec l’anticorps primaire anti-fibronectine. Les cellules rincées ont 

été incubées avec un anticorps secondaire anti mouse couplé à l’Alexa 488 et marquées 

avec du DAPI. 3 images par condition ont été obtenues et l’assemblage de fibronectine à la 

surface des cellules a été quantifié  par le logiciel ImageJ. 

 

III.2.5 Fonctions cellulaires 
 

III.2.5.1 Test d’étalement  

Les cellules ont été décollées avec de la trypsine puis ensemencées à 2,5.104 

cellules dans un puits d’une plaque 24 puits contenant au fond une lamelle de verre. Elles 

ont été replacées à 37°C dans l’incubateur pendant différents temps (3h, 8h, 12h et 24h) et 

les lamelles de verre ont été récupérées. Des images ont été prises en contraste de phase 

interférentiel (DIC) avec un microscope  Zeiss Axiovert. Les images et la quantification des 

aires des cellules ont été analysées à l’aide du logiciel ImageJ. Les données correspondent 

à une moyenne de l’aire de 30 cellules sur 3 expériences indépendantes. 

 

III.2.5.2 Test d’adhésion  

La capacité d’adhésion des cellules a été évaluée en laissant adhérer les cellules sur 

différents substrats et pendant différents temps afin de déterminer le nombre de cellules qui 

ont adhéré. Des lamelles de verre ont été placées dans les puits d’une plaque 24 puits et ont 

été recouvertes avec différents substrats (fibronectine, laminine, verre). Une solution de 

fibronectine à 25g/mL a été incubée 45 min à Tamb pour avoir 5g/cm2 et une solution de 

laminine à 20g/mL a été placée 2 heures à Tamb pour avoir 2g/cm. Les excès de 

fibronectine et de laminine sur les lamelles ont été éliminés par 2 rinçages au PBS. Les 

cellules ont été récupérées par décollement à la trypsine et ensemencées dans les puits à 

2.5.104 cellules par puits. Elles ont été placées dans l’incubateur à 37°C pendant différents 

temps (30min, 1h et 2h) qui permet aux cellules d’adhérer aux substrats. À la fin des 

différents temps, le milieu des puits a été aspiré, les cellules ont été fixées avec une solution 
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de PAF à 2 % pendant 15 min, et ont été rincées 2 fois avec du PBS pour éliminer les 

cellules qui n’ont pas adhéré. Le marquage des noyaux a été réalisé par le DAPI, un 

intercalant de l’ADN. Les images ont permis de déterminer le nombre de cellules qui ont 

adhéré dans les différentes conditions grâce au logiciel d’analyse d’image ImageJ. Les 

résultats correspondent à une moyenne du nombre de noyaux sur 6 champs au cours de 4 

expériences indépendantes. 

 

III.2.5.3 Test de migration: Comblement de brèche ou “Wound Healing” 

La migration a été testée par une technique dite de “Wound Healing” ou encore 

comblement de brèche. Elle consiste à réaliser une cicatrice sur un tapis cellulaire et de 

suivre l’aire de comblement de cette brèche à un temps donné par les cellules. Elles ont été 

ensemencées à 50.104 cellules dans un puits de 9.4 cm2 afin d’obtenir une monocouche de 

cellules après 24 heures de culture. Une cicatrice a été réalisée à l’aide d’un cône de P1000 

puis les cellules ont été rincées avec du PBS pour éliminer les débits cellulaires. La cicatrice 

a été observée en contraste de phase, par vidéo-microscopie, à l’aide un microscope Leica 

DMI6000B équipé d’une enceinte chauffée avec une atmosphère humide à 5 % de CO2. Les 

images ont été prises avec un intervalle de 10 min pendant 24 heures. Le comblement de la 

cicatrice a été défini par le pourcentage d’aire recouvert au bout de 18 heures par rapport 

aux cellules M2 et correspond à la moyenne de 3 champs par puits sur 3 expériences 

indépendantes.  

 

III.2.5.4 Test de migration: Chambre de Boyden  

Cette technique consiste à mesurer la capacité de migration des cellules à travers 

une membrane poreuse par un agent chimiotactique : le sérum. Les cellules ont été rincées 

2 fois puis placées une nuit avec du milieu sans sérum afin de sevrer les cellules. Le 

lendemain, elles ont été décollées par la trypsine, 5.104 cellules ont été reprises dans 200L 

de milieu sans sérum puis ensemencées dans le Transwell (Corning, Costar Corp) équipé 

d’une membrane contenant des pores de 8m. Les parties inférieures du Transwell 

contiennent du milieu supplémentées avec 10 % de sérum qui permet la migration des 

cellules à travers la membrane par chimio-attraction. Après 8 heures d’incubation à 37°C, la 

partie supérieure de la membrane a été nettoyée avec un coton afin d’éliminer les cellules 

qui n’ont pas migré. Les cellules sur la face inférieure ont été rincées 2 fois au PBS, fixées 

avec du PAF 2 % pendant 10 min puis les noyaux ont été marqués avec du DAPI. Les 

images de la membrane sur 6 champs ont permis de déterminer le nombre de cellules qui 

ont migré à travers la membrane. Les expériences ont été réalisées en duplicate et les 
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données proviennent de 3 expériences indépendantes. Les résultats représentent un 

pourcentage par rapport au  nombre de cellules M2 qui ont migré.  

 

III.2.6 Biochimie 
 

III.2.6.1 Extraction et dosage protéique  

Les cellules sont rincées 2 fois au PBS puis récupérées par grattage dans un tampon 

de lyse NETF (50mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 2mM EDTA, 50mM NaF, 

50mM Na3VO4, 1mM phenylméthylsulfonylfluoride (PMSF) et cocktail d’antiprotéase (Roche 

Complete) et incubées 30 min à 4°C. Les lysats ont été centrifugés 10 min à 10000g à 4°C 

pour culoter les protéines non solubilisées. Un aliquote du surnageant était prélevé pour le 

dosage protéique et le reste a été congelé à -20°C ou utilisé directement pour les 

immunoprécipitations. Les concentrations protéiques des différents échantillons ont été 

déterminées par un kit colorimétrique basé sur la méthode de Lowry compatible avec de 

nombreux détergents (Bio Rad D/C protein Assay, Bio Rad). 

 

III.2.6.2 Immunoprécipitation 

Les billes DynaBeads magnétiques couplées à des protéines G (Invitrogen) ont été 

équilibrées avec un tampon contenant 0.1M de sodium phosphate, 0.01 % de tween 20, 

pH8.2) puis pré-incubés avec les billes 30 min à Tamb sous agitation avec l’anticorps anti 

intégrine 1 (12G10). Elles ont été ensuite rincées 2 fois avec du tampon de fixation et 1 fois 

avec du tampon de lyse. Les échantillons protéiques obtenus préalablement ont été incubés 

avec les complexes billes-anticorps toute la nuit à 4°C sous agitation. Les billes ont été 

rincées 4 fois avec du tampon de lyse et les protéines immunoprécipitées ont été éluées 

avec le tampon Laemmli.  

 

III.2.6.3 Western-blot 

Les protéines (25g) ont été dénaturées avec un tampon Laemmli (10 % de glycérol, 

65mM Tris pH 6,8, 2.3 % de SDS, 10mM de DTT) 10 min à 80°C pour détecter la FlnA et 15 

min à Tamb pour les intégrines 1. Elles ont été séparées par électrophorèse dans un gel 

SDS-PAGE de 10 % de bis-acrylamide puis transférées sur une membrane de nitrocellulose 

par la technique de transfert liquide (0.45mm ; Amersham, Arlington Heights, IL). Les 

protéines transférées ont été visualisées par le rouge ponceau et les membranes sont 

saturées dans du TBS-T lait (10mM Tris, 500mM de NaCl, 0.1 % tween 20, 5 % de lait 

écrémé) pendant 30 min. L’anticorps primaire a été incubé pendant 1h à Tamb ou une nuit à 

4°C. La membrane a été rincée 3 fois 10 min avec du TBS-T lait puis incubée 1h à Tamb 

avec l’anticorps secondaire couplé à la HRP (Horse Radish Peroxidase). Un dernier rinçage 
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de 30 min dans du TBS-T a été réalisé sur la membrane avant la révélation avec un kit ECL. 

Les signaux de chimiluminescence sont détectés par un ImageQuant Imager et analysés par 

le logiciel ImageQuant TL (Amersham, Arlington Heigts, IL).  

 

III.2.7 Statistiques 

Les résultats ont été présentés avec les barres d’erreurs correspondant à l’erreur 

standard à la moyenne (SEM). Pour l’ensemble des résultats obtenus pour les tests 

fonctionnels sur les cellules et les Western-blot, des tests statistiques d’analyse de variance 

(ANOVA) à un facteur ont été réalisées et la correction de Bonferroni a été appliquée.  
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III.3 Résultats 
 

III.3.1 Établissement de lignées stables exprimant les FlnA WT, 

G288R et P637Q. 

 

Les cellules de mélanome déficientes en FlnA (M2) ont été utilisées pour étudier les 

effets fonctionnels de 2 mutations de la FlnA associée à la XMVD (G288R et P637Q). Pour 

cela, les cellules M2 ont été transfectées avec les plasmides qui codent pour la FlnA WT, 

G288R ou P637Q. Il existait déjà une lignée cellulaire établit à partir des cellules M2 qui 

réexprime la FlnA WT (Cellules A7). Cependant, nous avons établi nos proches lignées 

exprimant les FlnA WT afin d’éviter les biais liés aux constructions plasmiques sous contrôle 

de promoteurs différents ainsi qu’au protocole de clonage cellulaire.  

 

L’expression stable des FlnA WT ou mutantes ont été obtenues après une sélection 

par l’antibiotique G418 pendant 3 semaines afin d’obtenir des clones. À partir d’une 

moyenne de 100 clones isolés, leur sélection a été faite selon les critères suivants : 

 

 - Les clones homogènes doivent avoir plus de 80 % des cellules qui expriment la 

FlnA. Cette première sélection des clones positifs a été faite en se basant sur l’expression de 

la FlnA dans les cellules évaluée par immunofluorescence (Figure 18 A). Le nombre de 

clones a été réduit à une trentaine de clones pour chacun des clonages de lignées cellulaires 

stables exprimant la FlnA WT, P637Q et G288R 

 

 - Le rapport FlnA /  actine doit être comparable à celui retrouvé dans les cellules A7 

(Figure 18 B). Après la caractérisation de l’expression de la FlnA et de la  actine par 

Western-blot, les clones qui présentaient un profil avec plusieurs bandes à différentes tailles 

n’ont pas été conservés, de même que les clones ayant des rapports FlnA /  actine 

différents des cellules A7.  
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Figure 18 : Caractérisation des lignées stables exprimant les FlnA WT, G288R et 

P637Q dans les cellules M2. A) Immunofluorescence sur les cellules exprimant les FlnA 

WT, G288R et P637Q montrent que 80 % des cellules expriment la FlnA (Rouge). Les 

noyaux sont marqués au DAPI (Bleu) (Barre blanche = 10m) B) Représentation d’un 

Western-blot révélant la FlnA et la  actine en contrôle sur des lysats de cellules des lignées 

stables.  

 

Enfin, le rendement de clones conservés pour chaque clonage cellulaire est de 11 % 

pour la FlnA WT, 10 % pour la FlnA G288R et 7 % pour la FlnA P637Q (Tableau 4). Par la 

suite, 3 clones par construction plasmidique ont été conservés donnant les mêmes résultats 

pour les différents tests réalisés au cours de ce travail. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 4 : Le rendement du clonage cellulaire pour les FlnA WT, G288R et P637Q 

  FlnA WT FlnA G288R FlnA P637Q 

Clones  

isolés 
92 101 119 

Clones 

positifs 
29 (31%) 19 (19%) 33 (28%) 

Clones 

conservés  
10 (11%)  10 (10%)  9 (7%)  

A 
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III.3.2 Les mutations n’affectent pas les propriétés d’organisation du 

réseau d’actine par la FlnA.  
 

Dans des études précédentes de Cunningham et al, la FlnA joue un rôle crucial dans 

l’organisation du réseau cortical d’actine grâce à sa structure flexible qui lui permet de fixer 

les filaments d’actine à leur intersection avec un grand angle de branchement (Cunningham, 

1995).  

En fait, les cellules déficientes en FlnA présentent de nombreuses « bulles » à la 

surface de la membrane plasmique au cours de l’étalement cellulaire (24h). Par contre, les 

cellules A7 et les lignées qui expriment la FlnA WT, G288R et P637Q montrent une 

disparition rapide (12h) des « bulles » à la surface membranaire au cours de l’étalement. 

Ceci suggère que l’organisation du réseau d’actine est correcte (Figure 19 A), ces 

observations sont encore visibles après 24h d’étalement.  

 

De plus, après 24 heures de culture sur des lamelles de verre, les cellules exprimant 

les FlnA G288R et P637Q sont plus petites que les cellules exprimant les FlnA WT (Figure 

19 B). Il est intéressant de noter que les cellules exprimant les FlnA mutantes forment plus 

de filopodes et moins de lamellipodes que les cellules exprimant les FlnA WT (Figure 19 A). 

Ces observations sont encore plus marquées lorsque les cellules sont sevrées pendant une 

nuit sans sérum et activées avec 10 % de sérum pendant 15 min (Figure 19 C).  
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Figure 19 : Morphologie des cellules exprimant les FlnA WT, G288R et P637Q. A) 

Images des cellules M2, A7 et des lignées stables en contraste de phase après 24 heures 

d’étalement sur lamelles de verre (Barre noire = 10m). B) Quantification de l’aire des 

cellules après 24 heures de culture sur lamelles de verre pour les cellules M2 et les lignées 

stables. Les résultats sont présentés en pourcentage par rapport aux cellules M2 (*P<0.05). 

C) Immunofluorescence du cytosquelette de F-actine marqué à la phalloïdine couplé à la 

Rhodamine des cellules cultivées sur laminine pendant 24 heures sevrées une nuit et 

activées 15 min avec du 10 % de sérum (Barre blanche = 10m). Les flèches blanches 

indiquent les filopodes et les flèches rouges les lamellipodes.  

 

Afin d’étudier au mieux le cytosquelette d’actine, les différentes conditions de culture 

ont été testées. Les observations selon la confluence, le temps de culture et les substrats ont 

permis de montrer que les cellules exprimant les FlnA mutantes s’étalent mieux après 48 

heures de culture sur des lamelles de verre recouvertes avec de la laminine. Dans ces 

conditions, les cellules ne présentent pas de modifications au niveau de l’organisation du 

cytosquelette d’actine. La formation de fibre de stress est observée dans toutes les cellules 

(Figure 20). De la même façon, le FlnA est localisée en sous membranaire et sur les fibres 
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de stress ce qui indique une colocalisation avec l’actine. L’ensemble de ces données 

suggère qu’à l’état stable l’organisation du réseau d’actine n’est pas modifiée par les 

mutations de la FlnA. Mais elles pourraient modifier la réponse cellulaire aux situations de 

stress, où la réorganisation du réseau d’actine est sollicitée comme au cours de l’adhésion à 

un substrat ou la migration cellulaire.   

 

Figure 20 : Organisation du réseau d’actine et localisation de la FlnA dans les lignées 

stables. Immunofluorescence des cellules cultivées 48 heures sur des lamelles de verre 

recouvertes avec de la laminine. Le cytosquelette d’actine est marqué par la phalloïdine 

couplé au FITC (Vert) et la FlnA est marquée de façon indirecte avec un anticorps 

secondaire couplé à l’Alexa 594 (Rouge). (Barre blanche = 10m) 

 

III.3.3 Les mutations de la FlnA affectent l’adhésion et la migration 

cellulaire.  
 

L’effet sur la taille des cellules exprimant les mutations de la FlnA paraît être plus 

marqué au cours des phases précoces de l’étalement comparé à l’état stable donc les 

capacités d’adhésion des cellules ont été analysées. Il a été démontré que la FlnA participe 

aux processus d’adhésion par l’intermédiaire de la vimentine ainsi que par son recrutement 

dans les points focaux (D’Addario et al., 2001). L’adhésion des cellules a été évaluée sur 
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différents substrats tels que la fibronectine, la laminine et le verre à différents temps (30 min, 

1h, 2h) (Figure 21 A). Les effets majeurs ont été observés lorsque les cellules sont 

ensemencées pendant 30 min sur des lamelles de verre recouvertes avec de la fibronectine. 

Comme le montre la figure 21 B, l’expression de la FlnA WT augmente significativement 

(x2.4) le nombre de cellules qui adhèrent en 30 min par rapport aux cellules M2. Par contre, 

l’expression des FlnA mutantes ne modifient pas significativement le nombre de cellules 

adhérentes. Les résultats sont similaires avec la laminine ou le verre mais, les différences 

sont moins marquées sur des temps d’1 ou 2 heures. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Adhésion cellulaire des lignées stables. A) Les cellules sont laissées à 

adhérer sur les lamelles de verre seul, recouvertes avec de la laminine ou de la fibronectine 

pendant 30 min. B) Le graphique représente l’adhésion en 30 min sur des lamelles 

recouvertes avec de la fibronectine. Les noyaux des cellules marquées au DAPI sont 

comptés et les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules M2 (*P<0.05)  

 

La capacité de migration a également été évaluée de 2 façons complémentaires. La 

première consiste à faire migrer les cellules à travers une membrane contenant des pores de 

8m (Insert Transwell) suivant un gradient de sérum qui stimule le chimiotactisme des 

cellules (Figure 22 A). La durée de l’expérience a été limitée à 8 heures afin de s’affranchir 

de la prolifération cellulaire (les cellules ayant un temps de doublement de l’ordre de 12 

heures). La deuxième évalue la migration « orientée » par la réalisation d’une brèche sur une 

monocouche de cellules (Figure 22 B). Le suivi en temps réel de la fermeture de la brèche 

par vidéo-microscopie a permis d’évaluer la vitesse de migration des cellules entre deux 

divisions. Comme cela est illustré dans la figure 22, seule l’expression de la FlnA WT 

augmente significativement la migration des cellules M2 tant dans le test de migration au 

travers du transwell que dans le comblement de blessure (Figure 22 A et B respectivement).  
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À l’inverse, l’expression des FlnA mutantes ne modifie pas la migration des cellules M2 qui 

semble même diminuée dans le cas de la migration sur Transwells. La mesure spécifique 

des vitesses de migration en vidéomicroscopie montre que l’expression de la FlnA WT 

augmente également la vitesse de migration des cellules M2 de 0.2 à 0.6m/min alors que 

l’expression des FlnA mutantes ne permet pas la restauration de la capacité de migration.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Migration cellulaire des lignées stables. A) La migration cellulaire à travers 

une membrane poreuse (Transwell) est stimulée par un gradient de sérum pendant 8 

heures. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules M2 (*P<0.05). 

B) La migration à partir d’une brèche sur une monocouche de cellules est suivie par vidéo-

microscopie durant 24 heures. L’aire de recouvrement est déterminée à un temps de 18 

heures qui permet d’obtenir un pourcentage de recouvrement. Les résultats sont exprimés 

en pourcentage par rapport aux cellules M2 (*P<0.05)   

 

 

III.3.4 Les mutations de la FlnA ne semble pas modifier l’initiation 

des points focaux 

 Les points focaux sont des complexes protéiques essentiels aux processus 

d’adhésion et de migration cellulaire. Il a été démontré que la FlnA est recrutée dans ces 

points focaux pour permettre une accumulation d’actine et donc une résistance au stress 

mécanique subi par les cellules. Nous avons étudié la formation des points focaux dans les 

lignées en analysant l’expression et la localisation de la vinculine. Comme illustré dans la 

figure 23 A, le niveau d’expression de la vinculine n’est pas modifié par les mutations de la 

FlnA, de même la vinculine maintient sa localisation au niveau des points focaux. Les 

cellules exprimant les FlnA mutantes sont capables de former des points focaux même s’ils 
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semblent moins étendus que dans les cellules exprimant les FlnA WT (Figure 23 B). Nous 

avons alors étudié les effets des mutations de la FlnA sur les protéines essentielles des 

points focaux que sont les intégrines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Formation des points focaux dans les lignées stables. A) Représentation 

d’un Western-blot révélant la vinculine et la  actine dans des lysats cellulaires de lignées 

stables B) Immunofluorescence de la vinculine (Vert) sur des cellules cultivées depuis 48 

heures sur des lamelles de verre. Les noyaux sont marqués au DAPI (Bleu) (Barre blanche = 

10m) 

 

III.3.5 Les mutations de la FlnA affectent l’expression des intégrines 

1  

Des études ont démontré que la FlnA interagit avec les intégrines qui sont à 

l’interface entre la MEC et les signalisations intracellulaires impliquées dans l’étalement et la 

migration cellulaire. Cette interaction entre la FlnA et l’intégrine 1 est essentielle à la 

mécano-protection. De plus, l’intégrine 1 est la forme majoritairement exprimée dans les 

différents types cellulaires dont les cellules M2 (Gawecka et al., 2010). L’expression des 

intégrines 1 a donc été évaluée dans les lignées exprimant les FlnA mutantes. Comme 

illustré dans la figure 24 A, la quantification des Western-blots montre que l’expression des 
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intégrines 1 est drastiquement réduit dans les lignées exprimant les FlnA G288R de 76 % 

et P637Q de 69 % comparé aux cellules exprimant la FlnA WT. La diminution d’expression 

des intégrines 1 se traduit par une réduction de leur localisation à la membrane plasmique. 

Les immunofluorescences extracellulaires réalisées avec un anticorps reconnaissant le 

domaine extracellulaire des intégrines montrent un marquage ponctiforme prononcé lorsque 

la FlnA WT est exprimée, alors que le marquage est fortement réduit et diffus lorsque les 

FlnA mutantes sont exprimées (Figure 24 B). 

 

Les intégrines 51 sont connues pour assembler la matrice de fibronectine à la 

surface des cellules par la formation de points focaux fibrillaires (Clark et al., 2005). Nous 

nous sommes donc demandé si la diminution du niveau d’expression des intégrines 1 aurait 

un impact sur la capacité d’assemblage en matrice de la fibronectine exogène. La figure 24 

C montre que les cellules exprimant la FlnA WT sont capables d’agréger la fibronectine en 

matrice à la surface cellulaire après une incubation de 24 heures, alors que les cellules 

exprimant les FlnA mutantes ne sont pas capables d’assembler la matrice de fibronectine.  

 

Les résultats obtenus montrent que les mutations de la FlnA diminuent l’expression 

des intégrines 1 qui induisent une réduction de l’assemblage de la matrice extracellulaire de 

fibronectine.  
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Figure 24 : Diminution de l’expression des intégrines 1 dans les lignées exprimant 

les FlnA G288R et P637Q. A) Western-blot sur les lysats cellulaires des lignées révélant les 

intégrines 1 et la GAPDH (gauche). Sur le graphique de droite, les résultats correspondent 

à la quantification réalisée sur 5 expériences indépendantes et normalisés par la GAPDH. 

(*P<0.05) B) Immunofluorescence des intégrines 1 par un anticorps reconnaissant un 

épitope extracellulaire sur cellules non perméabilisées en culture depuis 24 heures. (Barre 

blanche = 10m) C) Assemblage de fibronectine à la surface cellulaire des lignées stables. 

Les cellules cultivées en monocouche sont recouvertes pendant 24 heures avec ou sans 

fibronectine (100g) qui est ensuite marquée de façon indirect avec un anticorps secondaire 

couplé à l’Alexa 488 (Vert). Les noyaux sont marqués au DAPI (Bleu). La quantification 

correspond au rapport de fluorescence détectée avec / sans incubation de fibronectine.  

 

III.3.6 Les mutations modifient le profil d’expression des intégrines  

 

La diminution de l’expression des intégrines 1 peut être due à un défaut de 

transcription et de synthèse protéique ou à une augmentation de la dégradation. Nous avons 

donc évalué le niveau d’ARNm des intégrines 1 par RT QPCR dans les cellules exprimant 

les FlnA WT ou mutantes. Dans la figure 25, le niveau d’ARNm n’est pas significativement 

différent entre les lignées. Nous pouvons supposer que les mutations n’affectent pas la 

transcription du gène codant pour les intégrines 1 et donc n’agiraient pas sur la synthèse. Il 

a été démontré que les sous unité  des intégrines sont capables de réguler la stabilité et le 

trafic à la membrane des sous unité . De plus l’activité des intégrines 3 est capable de 

compenser en partie l’absence des intégrines 1. Les cellules qui expriment les FlnA 

mutantes peuvent subir un remodelage de l’expression des intégrines afin de compenser le 

défaut des intégrines 1. Le profil des ARNm dans les lignées stables a été étudié par RT-
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PCR pour les différentes sous unité d’intégrines. Une augmentation de l’expression des 

intégrines 3 est observée dans les lignées exprimant les FlnA mutantes venant 

éventuellement compenser le défaut des intégrines 1. Cependant, ces intégrines 3 ne 

permet pas l’assemblage de la matrice de fibronectine. En revanche, l’expression des 

intégrines 5 n’est pas significativement modifiée par la mutation P637Q de la FlnA même 

significative pour la mutation G288R comme le montre la figure 25. En Western-blot, la 

diminution d’expression des intégrines 5 n’a pas été confirmée. De plus, les mutations de la 

FlnA n’affectent pas de façon significative l’expression des intégrines V. Les modifications 

du profil des intégrines semblent montrer que les cellules sont capables de s’adapter à la 

diminution des intégrines 1. Les résultats obtenus suggèrent que la transcription du gène 

codant pour les intégrines 1 n’est pas modifiée et donc que la diminution d’expression de 

ces intégrines serait liée à une augmentation de la dégradation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Expression des intégrines dans les lignées stables. Les graphiques représentent 

l’expression des ARNm des sous unités 5, V, 3 et 1 des intégrines. Les résultats correspondent 

aux Ct normalisés par l’expression du gène HPRT. (* P<0.05) 
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III.3.7 Les mutations de la FlnA augmentent la dégradation des 

intégrines 1 

Ayant démontré que la transcription n’était pas affectée, la dégradation des intégrines 

1 a été analysée. Les cellules exprimant la FlnA WT et mutantes ont été traitées pendant 8 

heures avec du cycloheximide (40g/mL) afin de bloquer la synthèse protéique. Le niveau 

d’expression des intégrines a été évalué par Western-blot présentés dans la figure 26 A. Au 

cours du traitement, l’expression des intégrines 1 n’est pas significativement modifiée par 

l’expression de la FlnA WT. En revanche, elle est significativement réduite dans les cellules 

exprimant les FlnA G288R et P637Q de 35 et 36 % respectivement.  

Ces résultats sont en accord avec une augmentation du taux de dégradation des 

intégrines 1 dans les lignées exprimant les FlnA mutantes. Nous nous sommes demandé si 

cette instabilité était due à une perte d’interaction des intégrines 1 avec la FlnA même si le 

site d’interaction est éloigné de la région où sont localisées les mutations. Elles pourraient 

modifier la structure de la FlnA et donc sa liaison à des protéines partenaires. La co-

immunoprécipitation de l’intégrine 1 avec la FlnA illustrée dans la figure 26 B montre que 

l’interaction est toujours présente avec les FlnA G288R et P637Q.  
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Figure 26 : Dégradation des intégrines 1 dans les lignées exprimant les FlnA 

mutantes. A) Représentation d’un Western-blot des intégrines 1 et de la GAPDH sur les 

lysats cellulaires des lignées stables traités ou non pendant 8 heures avec du cycloheximide. 

B) Les données présentées sur le graphique correspondent à la moyenne des quantifications 

de 5 expériences indépendantes normalisées par la GAPDH (*P<0.05). C) 

Immunoprécipitation des intégrines 1 révélant la co-immunoprécipitation de la FlnA dans les 

lignées exprimant la FlnA WT, G288R et P637Q.  
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Evolution de l'aire des cellules HT1080 KO 

après 3h d'étalement
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Evolution de l'aire des cellules HT1080 KO 
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Résultats préliminaires 
 

 

 Dans le but de confirmer les résultats obtenus dans les lignées de mélanome 

exprimant les FlnA WT ou mutantes, des lignées dérivées des cellules HT1080 invalidées 

par shRNA pour chacune des FlnA ou B ou invalidées pour les deux ont été utilisées.  

 Dans la lignée invalidée pour la FlnA, les effets des mutations de la FlnA sont en 

cours d’étude. Pour cela, les cellules ont été transfectées de façon transitoire avec les 

plasmides codant pour les FlnA WT ou mutantes (G288R ou P637Q) fusionnées avec la 

GFP. Les phases précoces d’étalement des cellules ont été évaluées en microscope à 

fluorescence afin de suivre l’aire des cellules transfectées comparée aux cellules non 

transfectées. Les résultats préliminaires sont présentés dans la figure 27. 

 Au bout de 3h d'étalement, les cellules exprimant les FlnA mutantes ont tendance à 

être plus petites que les cellules non transfectées alors que la FlnA WT ont tendance à avoir 

une taille plus grande que les cellules non transfectées. Ces résultats ne sont pas 

significatifs à cause de nombre réduit d’expériences réalisées. En revanche, les effets 

observés précédemment ne semblent pas persister au cours du temps, car elles ne sont plus 

présentes au bout de 5h d'étalement.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Représentation graphique de l’évolution de l’aire des cellules HT1080 KO 

FlnA transfectées avec la FlnA WT et mutée (P637Q ou G288R) en fonction du temps 

d’étalement (3h et 5h) 
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III.4 Discussion / Perspectives 
 

 Au cours de ce travail, nous avons étudié les effets des mutations de la FlnA 

associées à la XMVD. Cette première étude fondamentale dans un modèle cellulaire a 

permis d’identifier des modifications morphologiques, mais aussi des défauts de migration et 

d’adhésion cellulaire associés aux mutations de la FlnA. L'ensemble de ces modifications 

semblent être lié à une diminution d’expression des intégrines 1.  

 Les résultats obtenus dans ce travail nous ont amené à discuter les 3 points suivants 

: 1) l'importance des modèles d'étude in vitro et in vivo dans l'étude des mutations de la FlnA, 

2) l'impact des mutations de la FlnA sur l’interaction avec les intégrines et 3) les 

conséquences des interactions entre la FlnA et les intégrines sur la physiopathologie des 

valvulopathies 

 

1) Modèles d'étude des mutations de la FlnA 

 Nos observations ont été réalisées sur une lignée de cellules cancéreuses (M2) qui a 

été utilisée dans de nombreuses études afin de caractériser les fonctions de la FlnA 

(Coughlin et al., 2006; Zhou et al., 2010). En dehors de leur capacité proliférative, l’avantage 

de ces cellules M2 provient de leur défaut d’expression de FlnA, qui n'est apparemment pas 

compensé par la faible expression de FlnB (Jeon et al., 2008). Cependant, il existe des  

modifications du génome et des voies de signalisation de ces cellules provenant de leur 

origine cancéreuse (Cunningham et al., 1992). Même si l'utilisation d'une lignée cellulaire 

cancéreuse ne reflète pas totalement ce qui se passe dans des CIV dans des conditions 

physiopathologiques, elle apporte de nouvelles informations sur les conséquences 

moléculaires et cellulaires associés aux mutations de la FlnA. 

Afin de confirmer les résultats obtenus dans le modèle de cellules M2, nous avons 

commencé à utiliser un autre modèle de cellules cancéreuses, les cellules HT1080. Ces 

cellules expriment les FlnA et FlnB de manière équivalente permettant une compensation 

des filamines entre elles, à l’inverse des cellules de mélanome. Les cellules HT1080 sont à 

l’origine de 3 lignées invalidées pour chacune des filamines A et B ou invalidée pour les deux 

isoformes. La lignée doublement invalidée pour les FlnA et FlnB est la seule à présenter un 

défaut de migration cellulaire (Baldassarre et al., 2009). Le niveau d'expression de la FlnB 

est important à prendre en compte dans l'étude sur l'effet des mutations de la FlnA.  

 

Dans l'objectif de poursuivre notre étude sur des systèmes cellulaires plus pertinents 

et d'origine non tumorale, différents modèles expérimentaux pourraient être envisagées.  
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Notamment,  

- L'étude des mutations de la FlnA dans des cultures de CIV représente une 

alternative intéressante à condition de résoudre les problèmes de disponibilité. Le meilleur 

modèle serait d'obtenir des CIV du patient mais, les biopsies et la réparation chirurgicale 

sont faites en dernier recours. Les cultures de CIV présentent l’avantage d’être isolées de 

valves ayant subies des contraintes mécaniques au cours de la contraction du cœur. De 

même, l'isolement de ces cellules à partir de valves de souris s'avère difficile à cause de la 

taille réduite des animaux. La réalisation de ces cultures primaires de CIV nécessite 

l'utilisation de plus grands animaux (lapin ou porc).  

 

-  L'utilisation de cultures primaires fibroblastiques de peau du patient porteur d'une 

mutation de la FlnA pourrait également s'avérer intéressante pour deux raisons.  

Tout d'abord, les fibroblastes de peau du patient ont l'avantage d'exprimer la mutation 

P637Q dans son contexte génétique qui est un bon modèle d'étude proche du patient. Par 

contre, il faut garder à l'esprit que les patients ne présentent pas d'atteintes cutanées ou de 

défaut de cicatrisation. Dans de prochaines investigations, l'effet de l’étirement sur ces 

fibroblastes de peau sera étudié afin de se rapprocher des contraintes mécaniques subies 

par des CIV. Le deuxième avantage de ces cultures de fibroblastes de peau provient de leur 

capacité à pouvoir être dérivées en cellules pluripotentes : induced pluripotent cells (IPs) (Bel 

et al., 2010; Martinez-Fernandez et al., 2011). À partir de ces fibroblastes, en collaboration 

avec Michel Pucéat, des IPS seront obtenus puis différenciées en CIV par l'ajout de 

différents facteurs de croissance (BMP2, VEGF et FGF8). Ce nouveau modèle cellulaire 

nous permettra d'être le plus proche possible des conditions physiologiques des CIV du 

patient. Il sera par la suite intéressant de soumettre ces différents modèles à des contraintes 

mécaniques et d'étudier le comportement de ces cellules ainsi que les voies de signalisation 

du TGF et des intégrines. 

 

Les modèles précédemment décrits restent des modèles in vitro qui peuvent ne pas 

refléter les effets in vivo des mutations de la FlnA dans les valves. Dans des conditions 

physiologiques, des travaux sur l'expression de la FlnA sauvage au cours du développement 

embryonnaire et sur le remodelage des valves cardiaques de souris ont été réalisés. 

L'expression de la FlnA sauvage a été suivie et son expression est retrouvée dans les valves 

cardiaques, en revanche, elle n'est pas détectable dans les cardiomyocytes ou les muscles 

papillaires (Norris et al., 2010). Les modèles animaux (in vivo) sont indispensables pour 

étudier l'impact des mutations sur les mécanismes physiopathologiques des valvulopathies. 

Ils permettront de suivre la formation et le fonctionnement des valves au cours du 

développement embryonnaire et au cours de l'évolution de la pathologie par des techniques 
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échocardiographiques. En plus des effets des mutations de la FlnA sur le fonctionnement 

des valves, leur morphologie et leur composition histologique apporteront des informations 

sur le type de remodelage subi par la MEC valvulaire.  

 Au sein du réseau Leducq Transaltantique dont nous faisons partie, un modèle de 

souris invalidée pour la FlnA ciblant les cellules endothéliales cardiaques par un système 

Cre-Nfatc1 a été mis au point. Les premières investigations réalisées sur ces souris montrent 

un épaississement des valves cardiaques et des régurgitations mitrales à l'âge adulte. Enfin 

un modèle animal important pour comprendre l’implication des mutations de la FlnA a été 

obtenu, ce sont les souris Knock In exprimant les FlnA mutantes (G288R et P637Q) à la 

place des FlnA WT. Prochainement, les valves de ces souris vont être caractérisées sur le 

plan échocardiographique et histologique. Les CIV de ces souris devraient permettre 

d'étudier l'implication des différentes voies de signalisation telles que les intégrines et le 

TGF. Les modèles knock In sont essentiels à la compréhension des effets des mutations de 

la FlnA dans le développement de la XMVD au niveau de l'animal entier et des CIV. 

En revanche, il existe deux modèles de souris invalidées pour la FlnA qui ont déjà été 

décrits dans la littérature par AW Hart et Feng. Dans les cellules de ces souris invalidées 

pour la FlnA, les effets de cette inactivation sont différents selon les types cellulaires. Dans 

les fibroblastes de ces souris, aucunes modifications morphologiques ou de défauts de 

migration n'ont pu être observés. Cependant, les cellules endothéliales présentent une 

diminution de VE-cadhérines des jonctions adhérentes (Feng et al., 2006; Hart et al., 2006). 

Il est important de rappeler que les altérations observées avec les différentes mutations de la 

FlnA pourraient varier en fonction des types cellulaires. 

 

2) Impact des mutations de la FlnA sur l’interaction avec les intégrines  

Dans cette partie, les points suivants vont être discutés : l’impact du de la FlnB et du 

rapport FlnA /  actine, le remodelage du profil des intégrines, le rôle directe ou indirecte de 

la FlnA sur la dégradation des intégrines. Nous avons pu montrer que les modifications 

phénotypiques associées aux mutations de la FlnA observées impliquent des voies de 

signalisation liées aux processus d'adhésion et de migration cellulaire. 

 On peut noter que ces modifications des lignées FlnA mutantes engendrent un 

phénotype plus drastique que les modifications des cellules isolées de souris invalidées pour 

la FlnA. Cela peut s’expliquer par un défaut de compensation de la FlnA par la FlnB. En 

effet, les cellules M2 expriment faiblement la FlnB qui ne peut compenser le défaut de FlnA 

(Jeon et al., 2008). À l’inverse, l'absence de modification phénotypique dans les cellules 

HT1080 invalidées pour la FlnA ou la FlnB suggère l’existence du phénomène de 

compensation entre les filamines (Baldassarre et al., 2009). Dans les résultats préliminaires 

obtenus dans les lignées HT1080 invalidées pour la FlnA, l'étalement cellulaire a été étudié. 
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À des temps courts d'étalement (3h), l'expression des FlnA mutantes semble diminuer la 

taille des cellules invalidées pour la FlnA. À l'inverse, la FlnA WT semble augmenter la taille 

de ces cellules. Ces différences disparaissent avec le temps ce qui suggère le 

développement d’une compensation de la FlnA par la FlnB. Ce sont des résultats 

préliminaires qui ne sont pas statistiquement significatifs du fait du nombre réduit 

d’expérience réalisée. Un moyen d'étudier l'effet de la FlnB dans notre modèle de mélanome 

serait de surexprimer la FlnB dans les lignées exprimant les FlnA WT et mutantes afin 

d'étudier l'adhésion et la migration cellulaire.  

 Des travaux précédents ont établit que la FlnA doit être exprimée de façon 

proportionnelle à l’actine pour permettre son organisation en réseau orthogonal. Un excès ou 

un défaut d'expression de la FlnA provoque des modifications de migration cellulaire 

(Cunningham et al., 1992). La sélection des clones FlnA mutants a donc été établie avec un 

rapport FlnA sur actine proche de celui retrouvé dans les cellules M2 réexprimant la FlnA WT 

(Cellules A7). Le phénotype des lignées exprimant les FlnA mutantes n’est donc pas lié à 

des rapports FlnA /  actine différents pouvant influencer la migration cellulaire. 

 

Les processus d'étalement, d'adhésion et de migration cellulaire modifiés par les 

mutations de la FlnA sont régulés par une voie de signalisation commune qui fait intervenir 

les intégrines (Barczyk et al., 2010). Ces dernières sont des récepteurs d’adhésion 

essentiels à la transmission des conditions environnementales de la MEC vers l’intérieur des 

cellules, et inversement de permettre aux cellules d’agir sur à la MEC. Au cours de ce travail, 

nous nous sommes focalisés sur l’intégrine 1, car son expression est majoritaire dans de 

nombreux types cellulaires et qu’elle interagit au niveau du domaine 21 de la FlnA. Nous 

avons pu démontrer que les mutations de la FlnA provoquent une dégradation des intégrines 

1. Cependant, l’intégrine 1 n’est pas la seule intégrine à participer aux processus 

d’adhésion et de migration cellulaire. Ces processus sont régulés par la cinétique de deux 

hétéro-dimères d’intégrines V3 et 51 qui fixent la fibronectine (Régent et al., 2011). Au 

cours de la migration, l’intégrine V3 est recrutée dans les points focaux précoces à l’avant 

de la cellule. Elles sont ensuite remplacées par les intégrines 51 dans les points focaux 

plus matures dits fibrillaire qui permettent l’assemblage de la fibronectine et la génération de 

forces de contraction par les cellules (Puklin-Faucher and Sheetz, 2009)(Figure 28). De plus, 

il a été démontré par Li et al. que la diminution d’expression de l’intégrine 3 induit une 

augmentation de l’expression d’intégrine 1 essentiel à l’angiogénèse cérébrale (Li et al., 

2010). Dans des cellules épithéliales qui n’expriment pas l’intégrines 1, une augmentation 

de l’activité des intégrines V3 a pu être mise en évidence (Hayashida et al., 2010). Nous 

pouvons donc supposer que le défaut d’intégrine 1 est compensé par l’expression et 
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l’activité de l’intégrine 3. Cette hypothèse semble vérifiée par l’expression élevée en ARNm 

de l’intégrine 3 dans les lignées exprimant les FlnA mutantes. De plus, les sous unités  

immatures des intégrines s’associent aux sous unités immatures en excès dans le 

réticulum endoplasmique ensuite elles sont maturées ensemble dans le golgi avant leur trafic 

à la membrane (Koivisto et al., 1994). Les données récentes obtenues sur l’expression en 

ARNm des sous unités 1, 2 et 3 montre une expression plus faible de ces sous unités 

dans les lignées mutantes qui pourrait déstabiliser le trafic, la maturation ou le maintien à la 

membrane des intégrines 1. Ceci sera vérifié par la surexpression de sous unités  dans 

les lignées afin d’analyser leur influence sur les fonctions cellulaires ainsi que sur 

l’expression des intégrine 1 à la membrane.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Schéma des différents points focaux liant la MEC et les cellules. A) Les 

complexes focaux sont petits et dynamiques majoritairement localisées au niveau du front de 

migration. B) Les adhésions focales sont plus stables intégrant différents types d’intégrines 

et s’associent avec les fibres de stress. C) Les adhésions fibrillaires sont les adhésions les 

plus solides permettant l’assemblage de la fibronectine et les forces de contraction.  D’après 

Chiquet et al., 2009. 
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En revanche, il a été démontré par Huveneers et al. que l’intégrine V3 ne permet 

pas l’assemblage de la fibronectine à la surface des cellules lié à son incapacité d’organiser 

les fibres de stress. Cependant, l’expression plus élevée de l’intégrine V permet de 

compenser en partie le défaut d’assemblage de fibronectine en absence de l’intégrine 51 

par la formation de fibres de fibronectine plus courtes (Huveneers et al., 2008). La 

compensation par l’intégrine 3 ne semble pas suffisante pour rétablir les propriétés 

d’adhésion, de migration et d’assemblage de la fibronectine des cellules. Dans de 

prochaines investigations, nous allons étudier les effets de la réexpression de l’intégrine 1 

sur les fonctions cellulaires que sont l’adhésion et la migration. Dans l’étude de Hayashida et 

al, il a été montré que les intégrines V3 permettent une expression plus élevée de 

collagène I après une stimulation au TGF en absence des intégrines 1. Ceci suggère que 

le rapport entre les intégrines V3 et 51 est important dans la régulation de la MEC donc 

ce rapport serait intéressant à investiguer dans les lignées exprimant les FlnA mutantes 

autant d’un point de vue biochimique que fonctionnel. L’influence des intégrines V3 et 

51 sera évalué au niveau de leur expression ainsi que leur activité par Western-blot et 

FACS. Les effets de ces intégrines sur les processus d’adhésion et de migration vont être 

analysés grâce à des anticorps bloqueurs spécifiques de ces intégrines. 

 

Nous avons montré que la diminution d’expression des intégrines 1 dans les lignées 

FlnA mutantes ne serait pas due à un défaut de transcription. La diminution des intégrines 

membranaires pourrait être la conséquence d'une dégradation par différents systèmes 

protéolytiques (protéasome, lysosome). Récemment, des études ont démontré que la FlnA 

participe au trafic membranaire et endosomal des protéines transmembranaires. Par 

exemple, la FlnA permet le recyclage des récepteurs Fc des immunoglobulines et à la 

calcitonine. Par contre, son absence induit la dégradation de ces récepteurs dans les 

lysosomes (Seck et al., 2003; Beekman et al., 2008). De même, une étude récente de Muriel 

et al. a montré que la FlnA phosphorylée participe aussi au trafic des cavéoles (Muriel et al., 

2011). Au niveau des intégrines, il a été démontré dans un modèle de souris invalidé pour la 

taline que les corps embryoïdes ne sont pas capables d’adhérer ni de se différentier à cause 

d’une diminution de l’expression des intégrines 1. Cette diminution est due à la dégradation 

de l’intégrine 1 en partie par le protéasome.  L'effet des mutations de la FlnA sur la stabilité 

membranaire des intégrines et leur trafic vésiculaire pourrait induire leur dégradation. 

L'utilisation d'inhibiteurs des voies de dégradation du protéasome (MG132) ou des 

lysosomes (Chloroquine) nous permettra d'étudier cette dégradation. Il sera également 

intéressant d'identifier les mécanismes de régulation de la FlnA sur le trafic des intégrines. 

Dans le but d'étudier l'endocytose des intégrines, des expériences de biotinylation 
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membranaire ont été réalisées. Cependant,  le faible niveau d'expression des intégrines 

dans les lignées mutantes, qui rend leur détection difficile, ne nous a pas permis d’obtenir 

des résultats clairs. 

 

 Les effets éventuels de la FlnA sur la dégradation ou la stabilité des intégrines 

suggèrent qu'il existe un lien entre ces deux partenaires.  

  En effet, les mutations de la FlnA peuvent avoir un effet direct sur l’interaction entre 

FlnA et les intégrines 1 agissant sur la disponibilité de ces dernières. La liaison entre le 

domaine 21 de la FlnA et les intégrines sert de « mécano-senseur » des tensions appliquées 

sur la cellule (D’Addario et al., 2001). Cette liaison est régulée par l’auto-inhibition de la FlnA 

induite par le repliement des domaines 19 et 21 qui empêche l’accès aux intégrines à leur 

site d’interaction (Lad et al., 2007; Gehler et al., 2009)(Gehler et al., 2009). Nos travaux 

démontrent que l'interaction des intégrines 1 avec la FlnA serait maintenue dans les lignées 

FlnA mutantes. Toutefois, il serait important de vérifier si, en présence de contraintes 

mécaniques par exemple, les interactions entre ces protéines sont modifiées. 

 L'effet des mutations de la FlnA sur les intégrines peut également être indirect. 

L’interaction indirecte se réalise par l’intermédiaire de protéines partenaires de la FlnA dont 

deux sont particulièrement intéressantes, car elles interagissent dans la région de la FlnA où 

sont localisées les mutations associées à la XMVD.  

- La vimentine qui permet le trafic des intégrines sur les filaments intermédiaires (Kim 

et al., 2010).  

- La GTPases R-Ras qui est impliquée, quant à elle, dans le trafic vésiculaire et dans 

le recyclage des intégrines. (Gawecka et al., 2010)  

Les mutations de la FlnA pourraient perturber la régulation des intégrines via ces deux 

protéines. Dans de prochaines investigations, le rôle de ces protéines partenaires sur la 

diminution des intégrines sera étudié dans des lignées mutantes. 

 

3) Les conséquences des interactions entre la FlnA et les intégrines sur la 

physiopathologie des valvulopathies  

 

Dans les paragraphes suivants, les conséquences de la diminution des intégrines 1 sur 

la physiopathologie des valvulopathies ont été discutées selon deux parties. Dans un 

premier temps, l’impact de la diminution des intégrines peut avoir un effet sur la réponse au 

stress mécanique des CIV au niveau des points focaux et de la compaction de la MEC. Dans 

un deuxième temps cette diminution des intégrines peut être lié à une augmentation 

d’endocytose et de dégradation pouvant réguler les composants de la MEC. La diminution 
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des intégrines dans les lignées exprimant les FlnA mutantes pourraient apporter un début de 

réponse aux processus physiopathologiques des valvulopathies.  

 

Dans le contexte des valves cardiaques, les CIV subissent un stress mécanique 

important au cours de la contraction du cœur. Les forces imposées par le flux sanguin sur 

des valves ou lors de leur fermeture induisent une déformation des CIV qui modifie leur 

attachement avec la MEC. L'étude de Latif et al. sur des valves humaines a permis de 

déterminer le profil d’expression des molécules d’adhésion à la surface de CIV. Cette étude 

montre que la sous unité 1 des intégrines est exprimée de façon prédominante alors que 

les sous unités 3 et 4 ne sont pas exprimées dans les valves. Les sous unités 1, 2, 3 

et 5 sont fortement exprimées contrairement aux chaînes6etV (Latif et al., 2005). 

 

 Il a été démontré que la FlnA joue un rôle de "mécano-protection" dans les cellules. 

Lors d'un stress mécanique, la FlnA est recrutée par les intégrines dans les points focaux qui 

permet l'adaptation de la forme des cellules et de leur attachement à la MEC (Glogauer et 

al., 1998; D’Addario et al., 2001)(D’Addario et al., 2001). Dans ces mêmes conditions, 

l'interaction de la FlnA avec les intégrines est facilitée par les déformations du réseau 

d'actine ce qui permet la libération de FilGAP. Cette GAP de Rac induit l'inactivation de la 

voie Rac qui diminue la formation de lamellipodes alors que les intégrines activent l’adhésion 

cellulaire (Ehrlicher et al., 2011). L'auto-inhibition de la FlnA au niveau du site d'interaction 

des intégrines est également régulée par les forces mécaniques (Lad et al., 2007) Ainsi, la 

diminution des intégrines 1 associée aux mutations de la FlnA provoquerait une 

modification de la résistance au stress mécanique par un défaut de réarrangement du 

cytosquelette d'actine des CIV. Dans ce contexte, l'analyse des effets du stress mécanique 

dans les lignées stables exprimant les FlnA WT et mutantes devrait-nous permettre de 

vérifier cette hypothèse. Un tel stress mécanique peut être généré grâce à un appareil 

FlexCell qui induit des tensions cycliques similaires à celles retrouvées au cours de la 

contraction cardiaque. Une autre approche pour produire un stress mécanique est basée sur 

l'utilisation de billes magnétiques couplées à des composants de la MEC. Une fois fixées aux 

cellules, les billes sont attirées par un aimant permettant d'appliquer spécifiquement des 

tensions sur certaines intégrines en fonction du ligand couplé.   

 

Dans les conditions d'un stress mécanique, les cellules forment des points focaux 

plus matures par l'intermédiaire du regroupement d'intégrines afin d'augmenter leur 

interaction à la MEC (Chiquet et al., 2009). Dans ce cas, les intégrines existent sous 

différents états, soit un état relâché non lié à leur ligand, un état lié sans tensions et un état 
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lié nécessitant des tensions. Ce dernier état permet de former des adhésions focales solides 

associées à la machinerie d’actine et de myosine II ainsi que l’activation de protéines tels 

que la FAK, la taline et la vinculine (Friedland et al., 2009). La diminution des intégrines 1 

dans les CIV pourrait donc modifier la régulation des points focaux provoquant une réponse 

inappropriée aux contraintes mécaniques. Une étude de Kong et al. a démontré que 

l’application de force sur les intégrines 51 prolonge la fixation avec la fibronectine 

stabilisant les adhésions focales (Kong et al., 2009). En plus du rôle essentiel de la solidité 

des points focaux au cours de l’application de tension, la rigidité du substrat agit sur la taille 

des points focaux matures (Régent et al., 2011). Il serait intéressant d’étudier les effets des 

mutations de la FlnA sur la maturation de ces points focaux en utilisant différentes rigidités 

de substrats ou encore au cours de l’application de différentes forces mécaniques. 

 

Le regroupement de ces intégrines permet le recrutement de protéines adaptatrices 

qui permettent la phosphorylation des protéines du complexe d'adhésion (taline ou paxilline) 

(Wozniak et al., 2004). Les intégrines V3 sont associées à des points focaux rapidement 

dissociés et liés à des signalisations qui font intervenir la taline et les kinases FAK et de la 

famille src. Dans le cas des intégrines 51, elles sont associées à des points focaux rigides 

et matures liées à la tensine et régulé par les forces mécaniques. Les protéines des points 

focaux matures ainsi formés vont fixer les fibres de stress et la machinerie acto-myosine 

grâce à l'activité de la GTPase RhoA (Chiquet et al., 2009). Les intégrines permettent donc 

la transduction de signaux intracellulaires par l'activation de kinases tels que FAK, src ou 

PI3K, mais également de GTPases telles que RhoA ou R-Ras (Larsen et al., 2006). À l’aide 

de ces cascades de signalisation, les cellules sont capables d’induire des tensions par la 

réorganisation du cytosquelette d’actine. Une étude de Butcher et. al a montré que les 

cellules mésenchymateuses sous l’action de la périostine sont capables de condenser les 

gels de collagène de type I grâce aux intégrines V3 et 1 en agissant sur la voie 

RhoA/PI3K (Butcher et al., 2007). L’expression des intégrines 51 dans des lignées 

cancéreuses permet la formation de fibres de stress, de points focaux matures ainsi que 

d’induire des forces de traction dans des gels de collagènes (Mierke et al., 2011). Il a 

également été montré que l’intégrine 51 se fixe à la fibronectine soluble qui active la voie 

RhoA/ROCK et apporte une activité contractile aux cellules par la formation de longues 

fibres de stress (Huveneers et al., 2008). Ces tensions favorisent la libération des sites 

d’assemblage de la fibronectine qui induit la formation de fibres de fibronectine alignées sur 

les fibres de stress. L'activation des GTPases RhoA et Rac dans les lignées FlnA mutantes 

est actuellement en cours d'étude. D'après les résultats préliminaires, il semblerait que la 

voie RhoA soit augmentée et la voie Rac diminuée dans les lignées mutantes. Les variations 
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d’activité RhoA ne corrèlent pas avec la diminution des intégrines mais, il faut prendre en 

compte que la FlnA régule fortement les GTPases pouvant modifier la balance d’activation. 

Dans la suite du projet, l'application d'activateurs ou d'inhibiteurs des GTPases permettront 

d’identifier des modifications d'activités GTPasiques RhoA et Rac dans les lignées mutantes. 

Ces résultats permettront d’identifier si les modifications d’activité GTPasique sont liées aux 

mutations de la FlnA ou à la diminution des intégrines. De plus, des études de compaction 

de gel de collagène de type I vont être réalisés afin d’étudier les capacités contractiles de 

ces cellules. 

  

Le mécanisme de dégradation et de recyclage des intégrines est indispensable au 

renouvellement de la MEC et la motilité cellulaire (Figure 29). En effet, la cellule en migration 

nécessite des cycles d'endocytose et exocytose rapides des intégrines permettant le 

remodelage et la maturation des points focaux d’adhésion. De même, l'internalisation des 

intégrines activées par leurs ligands permet leur dégradation favorisant le remodelage de la 

MEC (Wickström and Fässler, 2011). Ces mécanismes d'endocytose ou exocytose sont 

régulés par des GTPases monomériques de la famille des Rab, Arf6 et les microtubules. 

L'endocytose des intégrines impliquée dans le remodelage de la MEC passe majoritairement 

par une voie dépendante des cavéoles. Dans cette voie, il a été démontré que la fixation de 

la PKC induit l'internalisation des intégrines 1 vers les endosomes précoces. À ce niveau, 

une petite portion des intégrines endocytées, correspondant celles fixées à leur ligand, est 

dirigée dans les endosomes tardifs puis dans les lysosomes pour être dégradée ce qui 

permet le renouvellement des composantes de la MEC (Caswell et al., 2009). La majorité 

des intégrines est recyclée dans un compartiment péri-nucléaire dépendant de Rab4 ce qui 

permet la formation de nouveaux points focaux (Lobert and Stenmark, 2010). Les intégrines 

sont continuellement en mouvement dans les compartiments cellulaires permettant leur 

disponibilité rapide pour l'adhésion ou la migration. Une étude de White et al. a montré que la 

voie de recyclage des intégrines est dépendante de l’hétérodimère . Les intégrines V3 

sont rapidement recyclées par la voie dépendante de Rab4 alors que l’intégrine 51 est 

dépendante de la voie Rab11. Ces deux voies de recyclage des intégrines influencent la 

migration soit de façon orientée soit de façon aléatoire (White et al., 2007).   

 

 



  Partie I 

84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Le trafic des intégrines. Dégradation et recyclage des intégrines. 

L’intégrine 51 est ubiquitinylée quand elle est fixée à la fibronectine, ce qui permet de 

sortir des endosomes multi-vésiculaires par le complexe ESCRT (Endosomal Sorting 

Complex Required for Transport). D’après Lobert et al., 2010. 

  

Dans le cas des valvulopathies, le remodelage de la MEC se fait par une dégradation 

de ses composants par les MMP ou par leur internalisation dans les cellules. Un tel 

mécanisme a été démontré pour la première fois en 2008, par Shi et al. dans des 

myofibroblastes. Leurs travaux montrent que le renouvellement de la matrice de fibronectine 

s’effectue par l'internalisation de l'intégrine 51 activée, dépendant des cavéolines (Shi and 

Sottile, 2008). La fixation de la fibronectine sur l'intégrine 51 induit son ubiquitinylation. 

Les complexes sont alors endocytés dans les endosomes multi-vésiculaires. Lorsqu'ils sont 

exportés dans la lumière de ces dernières par la machinerie ESCRT, ils s'engagent dans la 

voie de dégradation par les lysosomes. Les intégrines permettraient alors le remodelage et 

la dégradation de la matrice en parallèle des MMP (Clark et al., 2005). Une étude de Lobert 

et al. a démontré que la dégradation de la matrice de fibronectine se fait par les intégrines 

51 ubiquitinylées (Lobert et al., 2010). Une autre étude à partir de souris invalidées pour la 

taline, il a démontré que les intégrines 1 sont dégradées en partie par la voie du 

protéasome induisant un défaut d’adhésion des corps embryoïdes ainsi que des défauts de 

différentiation épithéliale (Liu et al., 2011). Nous avons montré que la diminution 

d’expression des intégrines 1 induisait une diminution de l’assemblage de la matrice de 

fibronectine. Dans les CIV, la dérégulation du trafic ou de la dégradation des intégrines par 

les mutations de la FlnA modifierait la régulation de la MEC. Dans la poursuite du projet, la 
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capacité des cellules à dégrader et à internaliser les composants de la MEC sera évaluée. 

Cette étude sera réalisée par isolement des compartiments endosomaux après 

centrifugation différentielle associée à un gradient de sucrose qui permettent d’identifier la 

présence des composants de la MEC dans ces compartiments par Western-blot.   

 

D’autres études ont montrées que les intégrines s’associent à des MMP 

membranaires tels que la MT1-MMP-1 qui permettent de localiser spécifiquement cette MTI-

MMP-1 dans un gel de collagène et induire l’activation de la MMP-2 (Sakai et al., 2011). 

L’activation des intégrines V3 et 51 par la fibronectine ou la vitronectine induisent 

l’expression de la MMP-9 par l’activation de la voie Akt/ERK/JNK dans des cellules 

épithéliales (Jin et al., 2011). Les modifications d’expression des intégrines par les mutations 

de la FlnA pourraient agir sur la localisation ou l’activation des MMP essentielles à la 

dégradation de la MEC. Ces variations des MMP seront évaluées dans les lignées exprimant 

les FlnA mutantes ou WT par zymographie et western blot en 2D mais également en 3D.   

 

 Les intégrines modulent également les voies de signalisations du TGF et de la 

sérotonine qui sont aussi importantes dans les mécanismes physiopathologiques des 

valvulopathies (Jian et al., 2002; Walker et al., 2004). Ces aspects seront détaillés dans la 

discussion générale. 
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Figure 30 : Schéma des voies potentiellement impliquées par les mutations de la FlnA. 

Les mutations peuvent agir au niveau de la mécano-protection, du recyclage et dégradation 

des intégrines. Elles sont impliquées dans les voies de signalisation des points focaux et des 

facteurs de croissance.  

 

 En conclusion, ces travaux ont identifié la voie des intégrines possiblement impliquée 

dans les processus physiopathologiques de la XMVD, via l'interaction intégrine – FlnA 

(Figure 30). Nous pouvons suggérer que  l'effet des mutations de la FlnA modifiait le 

mécanisme de « mécano-protection » et la réponse des CIV aux chemokines. Ces 

hypothèses sur l’effet des mutations de la FlnA  devront être testées par des études sur la 

compaction de gel de collagènes par les cellules, leur réaction au stress mécanique et 

l’étude des voies de signalisation comme celles du TGFou de la sérotonine.  
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IV Partie II 

Effets de mutations de la filamine A sur 

l'interaction avec de nouvelles protéines 

partenaires  
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IV.1 Introduction 
 

 A l’heure actuelle, de nombreuses protéines (>60) interagissant au niveau des 

domaines 20 à 23 et du domaine de dimérisation (domaine 24) de la FlnA ont été identifiées 

(Nakamura et al., 2011). Or, la localisation des mutations de la FlnA associées à la XMVD 

est particulièrement restreinte aux domaines 1, 4, 5, 6 et 7 (Kyndt et al., 2007; Lardeux et al., 

2011)(Kyndt et al., 2007). Dans cette région, peu de protéines partenaires ont été 

découvertes. Ainsi, la GTPase R-Ras a été identifiée comme interagissant avec le domaine 

3 de la FlnA (Figure 12). Cette GTPase participe à la régulation des intégrines et agit sur les 

processus de migration cellulaire et de régulation de la MEC (Gawecka et al., 2010). 

D’autres protéines partenaires comme la vimentine et la PKC interagissent au niveau des 

premiers domaines de la FlnA. Il a été démontré que la FlnA participe à la phosphorylation 

de la vimentine. Cette phosphorylation est favorisée par le rapprochement de la PKC 

induisant le trafic vésiculaire des intégrines sur les filaments intermédiaires (Kim et al., 

2010).  

 

 Le but de cette étude est d’identifier de nouvelles protéines partenaires qui 

interagissent au niveau des 8 premiers domaines de la FlnA. Notre hypothèse est que les 

mutations pourraient induire une modification d’interaction avec l’unes de ces protéines 

partenaires et participer aussi aux processus physiopathologiques 

 Afin d’identifier ces nouvelles protéines partenaires, nous avons utilisé la technique 

de double hybride en levure qui permet l’identification des interactions protéine-protéine. 

Dans notre démarche, nous avons utilisé des constructions de la FlnA contenant ses 8 

premiers domaines fusionnés au domaine Hinge2 et le domaine de dimérisation (domaine 

24). Ce dernier domaine permet d'obtenir des constructions de FlnA qui se dimérisent 

(Nakamura et al., 2007). Les domaines 9 à 23 et le domaine de liaison à l'actine ont été 

retirés pour éviter de récupérer des protéines partenaires déjà connues et pour limiter les 

tailles des protéines exprimées dans les levures, car la FlnA entière fait 280 kDa. 

Le screening par la technique de double hybride a été réalisée par l’entreprise 

"Hybrigenics". Ce screening a été réalisé contre une banque de placenta humain en utilisant 

comme appât la construction FlnA WT 1-8/24. Nous avons obtenu plusieurs nouvelles 

protéines partenaires.  

Dans cette partie du travail, nous avons cherché à valider les résultats d'interaction, 

par double hybride, en utilisant les domaines d’interaction spécifiques des protéines 

identifiées dans la première analyse de double hybride. Des constructions de FlnA avec les 

mutations ont également été utilisées dans le but d’étudier l'effet de ces mutations sur 

l’interaction avec les protéines partenaires identifiées.  
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IV.2 Matériel et méthode : Double Hybride 
 

Le principe du double hybride est d’identifier les interactions directes entre protéines. 

Cette technique utilise la reconstitution d’un facteur de transcription fonctionnel. Ce dernier 

est composé d'un domaine de liaison à l’acide désoxyribonucléique (ADN) et d'un domaine 

d’activation physiquement séparé. Le premier domaine permet la fixation à une séquence 

promotrice spécifique et le deuxième domaine facilite l’assemblage du complexe 

transcriptionnel. La protéine d'intérêt, dont l'interaction va être testée, est fusionnée avec l'un 

des deux domaines. De même, l'autre protéine sera fusionnée avec le deuxième domaine. Si 

les deux protéines de fusion interagissent, elles permettent la reconstitution du facteur de 

transcription et donc la transcription de gènes rapporteurs. 

 

IV.2.1 La souche de levure  

La souche de levure utilisée est la souche de Saccharomyces cerevisae PJ69-4A 

contenant trois gènes rapporteurs sous le contrôle de 3 promoteurs GAL4 différents (GAL1-

HIS3, GAL2-ADE2 et GAL7-LacZ) réduisant le nombre de faux positifs. Le génotype (MAT a 

trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal-4Δ gal-80Δ LYS2 ::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2 

::GAL7-LACZ) de cette souche confère une auxotrophie pour la synthèse de tryptophane, de 

leucine, d’histidine, d’adénine et de -galactosidase.  

 

IV.2.2 Les constructions plasmidiques  

Le vecteur plasmidique pPC97 permet le clonage des gènes d’intérêt en aval de la 

séquence codant pour le domaine de liaison à l’ADN (DNA binding domain (DBD)) du facteur 

de transcription Gal4. Ce vecteur apporte le gène codant pour l’enzyme nécessaire à la 

synthèse de la leucine. Le vecteur plasmidique pPC86 permet le clonage des gènes d’intérêt 

en aval de la séquence codant pour le domaine d’activation de Gal4. Ce vecteur apporte, 

quant à lui, le gène codant pour l’enzyme nécessaire à la synthèse de tryptophane.  

 

IV.2.3 Les appâts et les proies 

Les protéines appâts, qui sont les protéines pour lesquelles les partenaires sont 

recherchées, correspondent aux 8 premiers domaines ainsi que le domaine de dimérisation 

de FlnA WT ou mutantes fusionnée au domaine de liaison à l’ADN. Les protéines proies, 

quant à elles, correspondent aux domaines spécifiques d’interaction (SID) des protéines 

identifiées dans le double hybride réalisé par la société "Hybrigenics". Les SID sont les 

domaines théoriques minimaux des protéines partenaires. Ces SID sont déterminés à partir 

des différentes zones d’interaction identifiées dans les différents  clones d'une même 
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protéine partenaire par la "screen Hybrigenics". Le SID correspond à la partie de la protéine 

partenaire définie par (Figure 31) : 

- la zone d’interaction débutant le plus tardivement : définition du début du SID. 

- la zone d’interaction se terminant le plus précocement : définition de la  fin du SID. 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Détermination du SID en fonction des fragments d’une même protéine 

partenaire interagissant avec la protéine appât. 

 

Les SID déterminés pour les différentes protéines sont résumé dans ce tableau 5: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 5: Tableau des SID avec la position dans la protéine, le nombre d’acides 

aminés (AA) qui les composent et la taille des protéines entières. 

 

Nous avons utilisé un couple de protéines contrôles dont l’interaction a été 

démontrée. Ces protéines sont CT7 comme protéine appât (MAGEC1) qui est un antigène 

de mélanome et PICK1 comme protéine proie dont le rôle est de lier et d’organiser la 

localisation subcellulaire de certaines protéines membranaires. Des témoins négatifs ont été 

réalisés en associant les filamines avec les partenaires Pick ou CT7.  

 

IV.2.4 Les milieux de culture  

Les milieux liquides ont été stérilisés à l’autoclave et 2 % d’agar (Difco) ont été 

ajoutés au milieu pour obtenir les milieux gélosés.  

- Le milieu Yeast Peptone Dextrose (YPD) est le milieu de croissance complet des levures 

auxotrophe ou non contenant 1 % d’extrait de levure, 2 % de peptones et 2 % de (D+)-

glucose. - Le milieu Yeast Nitrogen Base (YNB) est le milieu minimum utilisé pour la 

sélection des levures qui ne contient pas les acides aminés essentiels. Ce milieu est 

composé de 0.17 % de Yeast nitrogen base (sans acides aminés ni d’ammonium), 0.5 % de 

  SID (position) Taille SID Taille totale  

Actinine 4  259 à 344 85 911 

Vinculine  750 à 1003 253 1066 

FxBox034  269 à 466 197 711 

PTPN12  586 à 753  167 780 

LL5  329 à 430 101 1210 
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sulfate d’ammonium (NH4)2SO4 et 2 % de (D+)-glucose. Il a été complémenté en fonction 

des tests effectués pour obtenir des concentrations finales de 15g/mL d’adénine, 30g/mL 

d’histidine, 100mg/L de leucine et 50g/mL de tryptophane. 

Les levures ont été inoculées dans les milieux précédemment décrits et incubées à 30°C en 

aérobie sous agitation à 220 rpm pour les cultures liquides.  

 

IV.2.5 La transformation des levures  

Les levures ont été transformées par la méthode d’acétate de lithium qui fragilise les 

parois grâce à l’action alcaline du lithium. Une préculture de levures transformées ou non a 

été réalisée toute la nuit à 30°C sous agitation. La culture a été diluée pour obtenir une 

Densité Optique (DO) à 600nm comprise entre 0.2 et 0.3 puis incubée 3h à 30°C. Les 

levures ont été centrifugées 10 min à 2000rpm à 4°C, rincées à l’eau stérile puis 

recentrifugées. Pendant ce temps, les solutions d’acétate de lithium LiAc/TE/PEG et 

LiAc/TE/H2O préparées avec les proportions 1/1/8  pour obtenir au final 100mM de LiAc 

(pH : 7.5), TE : 10mM de tris et 1mM EDTA (pH : 7.5) et 40 % de PEG. Le culot de levure est 

resuspendu dans 500l de solution LiAc/TE/H2O. L’ADN de sperme de saumon (ADN 

carrier) a été chauffé 2 min pour dénaturer l’ADN et augmenter l’efficacité de l’ADN 

entrainant. Dans un tube, le mélange des levures et de l’ADN  a été réalisé dans l’ordre 

suivant : 5g d’ADN transformant, 8l d’ADN carrier, 100l de levures et 1.2 mL de la 

solution LiAc/TE/PEG. Les tubes ont été mélangés et incubés 30 min à 30°C. Dans cette 

transformation, les ions Li+ servent à perméabiliser les parois et le PEG permet de 

« concentrer » l’ADN à la surface des levures. Un choc thermique a été réalisé en plaçant les 

levures 15 min à 42°C puis rapidement dans la glace pendant 2 min. Les levures ont ensuite 

été centrifugées 5 min à 1500g, la solution d’acétate de lithium a été enlevée et les levures 

ont été reprises dans 100l de milieu liquide YNB. 10 à 50 l de transformation ont été 

étalées par des billes de verre stériles sur des milieux géloses sélectives ou non selon les 

tests. Les géloses ont été incubées à 30°C pendant 2 à 7 jours.  

 

IV.2.6 Les tests d’auxotrophie 

Une fois, les levures transformées avec le plasmide codant pour la protéine appât, 

des tests d’auxotrophie ont été réalisés sur un milieu sélectif YNB dépourvu en leucine (YNB 

L-) car le plasmide pPC97 contient le gène codant une enzyme participant à la synthèse de 

la leucine. De même, les levures transformées avec le plasmide codant pour la protéine  

proie ont été placées sur un milieu sélectif YNB dépourvu en tryptophane (YNB W-) car le 

plasmide pPC89 contient le gène codant une enzyme participant à la synthèse du 

tryptophane. Les levures contenant les plasmides codant pour les protéines appâts ont été 
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alors co-transformés avec les plasmides codant pour les protéines proies puis placées sur 

un milieu sans tryptophane. Et inversement, les levures contenant les plasmides codant pour 

les protéines proies ont été co-transformées avec les plasmides codant pour les protéines 

appâts puis placées sur un milieu sans leucine. Pour obtenir des levures contenant les deux 

protéines appât et proie en même temps, les levures co-transformées sont placées sur un 

milieu dépourvu en leucine et tryptophane (YNB LW-)(Tableau 6). Les colonies de levures 

obtenues sur les géloses YNB LW- ont été remises en culture à 30°C dans un milieu YNB 

liquide. 

 Ensuite les suspensions de levures contenant les deux plasmides ont été diluées au 

1/10. Des dépôts de 10l de la solution mère et de la dilution 1/10 de levures sont mis en 

culture sur un milieu sélectif YNB LW- et également dépourvu en histidine (YNB LWH-). 

Cette dernière restriction pour l’histidine permet d’identifier l’interaction entre les deux 

protéines hybrides. Le facteur de transcription Gal4 ainsi reconstitué est nécessaire à la 

transcription du gène rapporteur de l’enzyme nécessaire à la synthèse d’histidine. De plus, 

les précédents dépôts ont été dupliqués sur un milieu YNBLW- pour servir de contrôle. Ces 

dépôts contrôles permettent de suivre le maintien des deux plasmides dans les levures. Si 

les levures ne poussent pas sur un milieu sélectif pour l'histidine, nous pouvons ainsi 

confirmer que le défaut d’interaction n'est pas dû à un défaut d'expression d'un des deux 

plasmides. 

Constructions 
Test 

d'expression 
Auxotrophie 

Test d'interaction 

pPC97 FlnA 1-8/24 WT                                                     
G288R                                                           
P637Q 

LEU 

HIS 

pPC89 "SID" des 
protéines partenaires 

TRP 

 

Tableau 6 : Restrictions d’acides aminés pour les tests d’auxotrophie et d’interaction. 

Le tableau représente les restrictions d’acides aminés essentiels, pouvant être synthétisés 

après l’expression des plasmides ou par l’activation de la transcription de gènes codants 

pour des enzymes essentiels à leur synthèse. 

 

IV.2.7 Le test colorimétrique : -galactosidase 

Afin de quantifier les interactions protéiques identifiées précédemment, un test 

colorimétrique est réalisé à partir des levures ayant poussées sur le milieu YNB LWH-

indiquant une interaction entre les deux protéines hybrides. Ces levures sont remises en pré-

culture dans du milieu YNB LW- toute une nuit à 30°C sous agitation. La DO a été mesurée 

à 600nm et doit être entre 0.5 et 1. Les levures ont été centrifugées 5 min à 2500rpm à 4°C 
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et reprises dans un tampon Z-Buffer composé de 60mM Na2HPO4.7H2O, 40mM de 

NaH2PO4.H2O, de 10mM de KCl, de 1mM sulfate de magnésium (MgSO4.7H2O) apportant 

les ions Mg2+ nécessaires à l’activité de la -galactosidase et 50mM de  mércaptoéthanol 

(pH : 7) stabilisant l’enzyme. La mesure de la DO a été réalisée pour chaque culture de 

levures qui a été reprise dans le tampon z-Buffer qui correspond alors à la densité cellulaire. 

Puis les levures sont diluées au 10ème dans du tampon z-Buffer. Deux gouttes de 

chloroforme et 0.1 % sodium dodécyl sulfate (SDS) ont également été ajoutés puis mélangés 

avec les levures puis incubés 10min à 30°C permettant la libération de l’enzyme. Le début 

du test est réalisé par l’ajout de 200l du substrat chromogène Ortho-nitrophényl-β-

galactoside (ONPG) à 4mg/mL et incubé à 30°C (heure de début de réaction). L’ONPG se 

dégrade en orthonitrophénol (ONP) de couleur jaune. La réaction est arrêtée à l’apparition 

de la coloration jaune par 500l de carbonate de sodium (Na2CO3) à 1M (Heure de fin de 

réaction) qui inactive l’enzyme par son pH élevé. Les levures ont été centrifugées 5 min à 

1100g et la DO a été mesurée à 420nm donnant l’absorbance de l’ONP et des débris 

cellulaires et à 595 nm donnant uniquement les débris cellulaires. Les unités de -gal sont 

obtenues à partir de la formule mathématique suivante utilisant les mesures de DO à 

différentes longueurs d’onde et à différents temps. Les résultats ont été corrigés par les 

valeurs d’activité gal obtenues dans la condition contrôle de levures doublement 

transformées avec les plasmides codant pour les protéines Pick et la FlnA WT.  

 

 

 

 

- DO420nm : densité optique mesurée à 420nm en fin de réaction enzymatique ; 

représente l’absorbance de l’ONP présent et des débris cellulaires restants dans le 

surnageant.  

- DO595nm : densité optique mesurée à 595nm ; reflète l’absorbance due uniquement 

aux débris cellulaires présents. 

- DO600nm : densité optique mesurée à 600nm qui correspond à la densité cellulaire 

au début de la manipulation. 

- t : représente le temps de réaction (min), c’est à dire le temps écoulé entre l’ajout de 

l’ONPG et l’ajout de Na2CO3 au milieu réactionnel. 

- v : représente le volume (mL) de culture cellulaire utilisé pour le dosage. 
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IV.3 Résultats 
 

IV.3.1 Identification de protéines partenaires de la FlnA WT par double hybride 

 

 Afin d’identifier les nouvelles protéines partenaires de la FlnA au niveau de la région 

où sont situées les mutations associées à la XMVD, une étude par double hybride a été 

menée par la société « Hybrigenics ». Dans cette étude, une construction de la FlnA 

contenant le domaine de liaison à l'ADN du facteur de transcription LexA, les 8 premiers 

domaines, le domaine « Hinge » 2 et enfin le domaine de dimérisation (24éme domaine) a 

servi d’appât (Figure 32). Cette construction de la FlnA permet de maintenir sa 

stœchiométrie ainsi que son organisation en dimère in vivo. Elle conserve une structure 

flexible grâce au domaine « Hinge» 2 (van der Flier and Sonnenberg, 2001b). Par contre, les 

domaines 9 à 23 et le domaine de liaison à l'actine ont été enlevés pour supprimer les 

nombreuses interactions protéiques connues avec ces domaines. De plus, l'utilisation d'une 

forme plus petite de la filamine A permet une expression plus facile dans les levures. Le 

screening a alors été réalisé en utilisant une banque de placenta humain.  

 

 

 

 

 

Figure 32 : Représentation schématique de la construction de la FlnA utilisée comme 

appât pour le double hybride (Nakamura et al., 2007). Cet appât est composé du domaine 

de liaison à l’ADN de LexA, les 8 premiers domaines de la FlnA, du domaine « Hinge2 » et 

du domaine de dimérisation. 

 

De nouvelles protéines partenaires ont été identifiées par cette technique de double 

hybride. Nous avons retenu les 6 principales protéines qui obtenaient les meilleurs scores 

correspondant aux nombres de clones retrouvés pour une même protéine (Tableau 7). Parmi 

les 6 protéines, deux protéines, la vinculine et la PTPN12 ont été retenues pour leur rôle 

intéressant dans l’organisation du réseau d’actine et des points focaux d’adhésion.  
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Les protéines sélectionnées sont les suivantes (Tableau 7) : 

Protéines partenaires détectées par le screen en double hybride  

Nom Fonction nb de 
clones 

Actinine 1 Organisation du réseau d’actine  7 

Actinine 4 Organisation du réseau d’actine  82 

Vinculine  Organisation des points focaux d’adhésion (intégrines/actine) 1 

PTPN12 Tyrosine phosphatase 1 

PHLBD2/LL5 Protéine avec un domaine d’homologie avec la Pleckstrine 10 

FxBox 034 Ubiquitinylation des protéines dans le protéasome 10 

 

Tableau 7 : Protéines partenaires de la filamine A WT identifiées par Hybrigenics 

 

Les -actinines-1 et -4 sont des protéines de structure du cytosquelette d’actine 

comprenant un domaine de liaison à l’actine et fonctionnent en dimères. Ces deux isoformes 

sont exprimées dans les cellules non musculaires, tels que les fibroblastes, et appartiennent 

à la super famille des spectrines. De plus, elles permettent la fixation du réseau d’actine aux 

points focaux d’adhésion et aux protéines transmembranaires (Michaud et al., 2009).  

 

La vinculine est une protéine des points focaux d’adhésion qui permet l’interaction 

entre le cytosquelette d’actine et les intégrines. Elle fait partie d’un complexe d’adhésion 

faisant intervenir l’-actinine et la taline (Dumbauld et al., 2009).  

 

 La PTPN12 (ou PTP-PEST, PTP contenant un motif PEST (Proline, acide 

Glutamique, Sérine, Thréonine)) est une tyrosine phosphatase. Cette protéine induit la 

déphosphorylation de molécules impliquées dans le recyclage des points focaux d’adhésion 

comme la paxilline. Elle régule également les processus d’adhésion et de migration cellulaire 

par la régulation des GTPases agissant sur le cytosquelette d’actine (Jamieson et al., 2005). 

 

La PHLDB2 (Pleckstrin Homology-Like Domain, family B, member 2) ou LL5est une 

protéine avec un domaine d’homologie à la pleckstrine. Ce domaine permet la transduction 

de signaux et l’organisation du cytosquelette par l’interaction avec les phosphoinositols 

membranaires (Paranavitane et al., 2003).  

 

Enfin la FxBox 034 est composée d’un domaine F Box formant un complexe Skp1 

Culline Fbox (SCF) avec la S-phase kinase-associated protein 1 (SKP1), la culline agissant 
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comme une ubiquitine ligase E3 multi-protéique. Ce complexe permet l’ubiquitinylation des 

protéines et leur dégradation par le protéasome (Yoshida et al., 2011a). 

 

Nous pouvons remarquer que les actinines, la vinculine et la PTPN12 sont des 

protéines impliquées dans l’adhésion cellulaire et la migration par la régulation des points 

focaux d’adhésion. De même, la LL5 est présente au niveau membranaire et est impliquée 

dans le remodelage du cytosquelette d’actine. Par contre, la FxBox 034 agit sur la voie de 

dégradation des protéines qui est, a priori, assez éloignée des processus d’organisation du 

réseau d’actine. Néanmoins, le rôle de la FxBox034 est intéressant à étudier dans le cadre 

d’une perte d’interaction avec la FlnA. 

 

IV.3.2 Modifications d’interaction avec les protéines partenaires identifiées et 

les FlnA mutantes  

 

Dans la suite du projet, nous avons voulu vérifier l’interaction avec les protéines 

identifiées précédemment par la société "Hybrigenics" et étudier les effets des mutations de 

la FlnA sur ces interactions.  

La technique utilisée est le double hybride en levure avec la même structure d’appât 

que pour la société "Hybrigenics". Par contre, le facteur de transcription utilisé n'est pas le 

même dans ce double hybride, nous avons utilisé le facteur Gal4. Il a été réalisé 3 appâts 

contenant soit la forme sauvage de la FlnA soit les formes mutées G288R ou P637Q (Figure 

33). 

Figure 33 : Représentation schématique des constructions de la FlnA WT et mutantes 

utilisées comme appâts pour le double hybride (Nakamura et al., 2007). Ces appâts sont 

composés du domaine de liaison à l’ADN de Gal4, des 8 premiers domaines de la FlnA, du 

domaine « Hinge2 » et du domaine de dimérisation. 

 

 Pour les proies, les domaines d'interaction spécifique (SID) des protéines identifiées 

précédemment ont été utilisés. Ces SID sont des séquences théoriques minimum 

d’interactions des protéines partenaires. Nous avons sélectionné 5 protéines d’intérêt. Sur 

les deux actinines identifiées, seul l'actinine-4 a été sélectionnée du faite de sa forte 

homologie de structure avec l’actinine-1. De plus, elle a été identifiée dans 82 clones par la 

première analyse de double hybride. Nous avons également sélectionné la vinculine, la 
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FxBox 034, la PTPN12 et la LL5. Les interactions ont été mises en évidence par un test 

d’auxotrophie pour l’histidine et quantifiées par un test utilisant la  galactosidase. Si 

l’interaction se produit entre les deux protéines de fusion, les levures sont capables de 

pousser sur les milieux dépourvus d’histidine et de produire la  galactosidase.  

 

IV.3.2.1 Analyse qualitative des interactions.  

 

  Les résultats des tests d'auxotrophie à l'histidine sont les suivants (Figure 34) :  

 

- Filamine A – SID Actinine-4 : Aucune levure exprimant les FlnA WT ou mutantes avec 

l'actinine 4 n’a pu être mises en évidence en milieu sans histidine. Ceci suggère qu’il n’y a 

pas d’interaction entre la FlnA et l’actinine 4 (Figure 34 A). 

 

- Filamine A – SID Vinculine : De la même manière que pour l’actinine, les résultats 

d’interaction entre la FlnA WT et la vinculine n’ont pas été reproduits mais, il semblerait 

qu’une interaction faible serait présente pour la FlnA P637Q (Figure 34 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Test d’auxotrophie vis-à-vis de l’histidine : actinine et vinculine. Ces tests 

sont réalisés pour les levures transformées FlnA puis actinine (A) ou vinculine (B) en patchs 

liquides, sur gélose sans histidine. T+ : co-transformation avec Pick et CT7 ; T- : co-

transformation avec la protéine partenaire+CT7. Les dépôts correspondent à des dilutions de 

10 en 10 des suspensions de levures (Total (1), au 10ème, au 100ème et au 100ème) 

 

- Filamine A – FxBox034 : Les interactions ont été validées pour toutes les filamines. Ces 

interactions semblent plus fortes pour les FlnA mutées par rapport à la FlnA WT (Figure 35 

A).  

 

B A 
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- Filamine A – PTPN12 : Nous avons également validé l’interaction entre la PTPN12 et la 

FlnA WT. Par contre, les interactions entre les FlnA G288R et P637Q sont très faibles, car 

les levures sont difficilement distinguables sur les géloses (Figure 35 B).  

 

- Filamine A – LL5 Les résultats obtenus sur l’interaction entre la FlnA WT ou G288R et 

la LL5, par la société "Hybrigenics"  n’ont pas pu être reproduits. Par contre, une interaction 

entre FlnA P637Q et la LL5a été mise en évidence (Figure 35 C).  

 

Figure 35 : Test d’auxotrophie vis-à-vis de l’histidine : FxBox034, PTPN12 et LL5. Ces 

tests sont réalisés pour les levures transformées FlnA puis FxBox034 (A), PTPN12 (B) ou 

LL5 (C) en patchs liquides, sur gélose sans histidine. T+ : co-transformation avec Pick et 

CT7 ; T- : co-transformation avec la protéine partenaire+CT7. Les dépôts correspondent à 

des dilutions de 10 en 10 des suspensions de levures (Total (1), au 10ème, au 100ème et au 

100ème) 

 

 Les tests d'auxotrophie à l'histidine nous ont permis de vérifier qualitativement la 

présence ou l’absence des interactions entre les FlnA et les protéines partenaires 

sélectionnées. Les interactions entre la FlnA WT et la FxBox034 ainsi qu'avec la PTPN12 ont 

été vérifiées. Les FlnA mutantes semblent interagir avec la FxBox034 pour les deux 

mutations et une interaction entre la FlnA P637Q et la LL5a pu être identifiée À l’inverse, 

nous n’avons pas pu confirmer les interactions avec la vinculine et l'actininePar la suite, les 

interactions ont été quantifiées par un test colorimétrique de dégradation de l’ONPG en ONP 

par la -galactosidase (-gal). Cette enzyme est exprimée de façon proportionnelle à la 

transcription du gène Lac Z, lui-même, transcrit de façon proportionnelle à l’intensité 

d’interaction entre l’appât et la proie. Toutes les interactions retrouvées sur gélose ont pu 

être quantifiées même si certaines interactions étaient faibles.  

 

Dilution Dilution 

A B C 



  Partie II 

99 

IV.3.2.2 Analyse quantitative des interactions. 

 

 Comme illustré dans la figure 36, L’activité  gal est significativement plus importante 

pour les levures exprimant la FlnA P637Q et la LL5. Ceci suggère qu’elle interagit plus 

fortement avec la LL5 en comparaison des FlnA WT et G288R.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36: Quantification des résultats -gal pour les couples FlnA-LL5. Résultats 

présentés en Unités -gal arbitraires (u.a.). 

 

 Dans le cas de l'interaction avec le FxBox034, l’activité  gal est multipliée environ 

par deux dans les levures exprimant les FlnA G288R comparées à celles exprimant les FlnA 

WT (Figure 37A). Bien que l'activité  gal soit plus importante pour la FlnA P637Q que pour 

la FlnA WT, la mutation P637Q ne semble pas significativement modifier l'interaction avec la 

FxBox034  

 

 En ce qui concerne la PTPN12, les activités  gal dans les levures exprimant les FlnA 

mutantes sont plus faibles que pour les FlnA WT (Figure 37 B). Ces résultats suggèrent que 

les interactions entre la PTPN12 et les FlnA mutantes sont plus faibles qu’avec la FlnA WT. 

Figure 37 : Quantification des résultats -gal pour les couples FlnA-FxBox034 (A) et 

FlnA-PTPN12 (B). Résultats présentés en Unités -gal arbitraires (u.a.). 
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En revanche, les activités  gal dans les levures exprimant la vinculine ou l’actinine 4 

en présence des FlnA n’ont pas pu être quantifiées.  

Les interactions quantifiées démontrent que l’intensité d’interaction de la FxBox034 

est plus forte avec les FlnA WT ou mutantes comparé aux intensités obtenues avec les 

protéines PTPN12 et LL5Dans le cas de l’interaction avec la FlnA WT, l'activité -gal est 3 

fois plus importante avec la FxBox034 qu'avec la PTPN12 et 9 fois plus importante avec la 

FxBox034 qu’avec la LL5  

 

Les interactions entre les FlnA et les domaines spécifiques d’interaction (SID) des 

protéines partenaires ont été vérifiés en utilisant des vecteurs « proie » codant pour toute la 

séquence codante des protéines partenaires. Aucun test d’auxotrophie vis-à-vis de l’histidine 

n’a permis de mettre en évidence une interaction entre la FlnA WT et une des protéines 

partenaires entières.  

 

En conclusion, ce travail a permis d'évaluer l’influence des mutations de la FlnA sur 

l’interaction avec de nouvelles protéines partenaires. Ces mutations renforcent l’interaction 

de la FxBox 034 pour la mutation G288R et de la LL5 pour la mutation P637Q. Les 

mutations G288R et P637Q de la FlnA diminuent l’interaction avec la PTPN12. Après la 

caractérisation de ces interactions par double hybride, elles devront être validées par des 

approches biochimiques de pull down et de co-immunoprécipitation.  
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IV.4 Discussion / perspectives 
 

 Ce travail nous a permis d’identifier de nouvelles protéines partenaires de la FlnA 

dans les régions où sont localisées les mutations associées à la XMVD. Les protéines mises 

en évidence par la technique de double hybride sont au nombre de 6 : la vinculine, les 

actinines-1 et -4, la PTPN12, la LL5 et la FxBox034. Les interactions ont été comparées 

entre les FlnA WT et les mutantes. Nous avons pu montrer que certaines mutations 

semblent augmenter l’interaction entre la FlnA soit : avec la FxBox034 pour la mutation 

G288R soit avec la LL5pour la mutation P637Q. Les deux mutations en revanche semblent 

diminuer l'interaction avec la PTPN12.  

 

Dans un premier temps, un screening d’une banque d’ADNc de placenta humain sur 

la FlnA WT 1-8/24 a été réalisé par l’entreprise « Hybrigenics ». Cette entreprise utilise un 

système de double hybride avec des levures sexuelles formant des cellules diploïdes qui 

permet de cribler de grandes banques d’ADNc. Seules les interactions entre les FlnA WT et 

mutantes avec la vinculine et les actinines n’ont pas pu être vérifiées par le double hybride 

réalisé au sein du laboratoire. Pour la vinculine, un seul clone dans le premier double hybride 

de « Hybrigenics » avait été identifié ce qui laisse penser à un faux positif. L’actinine-4, quant 

à elle, avait été retrouvée dans plus de 80 clones. Dans ce cas, l’hypothèse d’un faux positif 

est alors peu probable. Toutefois, le défaut de validation pourrait être dû à la taille du 

domaine SID sélectionnée pour l’actinine. Ce domaine était éventuellement trop réduit pour 

permettre une liaison stable avec la FlnA.  

Une nouvelle expérience de double hybride avec les FlnA a été réalisée en utilisant, 

cette fois-ci, les constructions des vecteurs « proie » codant pour les protéines partenaires 

entières. Cette approche a été utilisée afin de valider les interactions identifiées avec le SID 

des protéines partenaires et de s’assurer, comme dans le cas de l’actinine-4, que le domaine 

SID n’est pas trop réduit pour permettre l’interaction. Aucun test d’auxotrophie vis-à-vis de 

l’histidine n’a permis de mettre en évidence une interaction entre une FlnA WT et une des 

protéines partenaires entières. Ces résultats peuvent s'expliquer par un encombrement 

stérique de la zone d'interaction par le reste de la protéine partenaire sur la FlnA. De plus, la 

taille des protéines partenaires entières peut empêcher leur localisation dans le noyau des 

levures. Un défaut de sensibilité du système de double hybride peut également être mis en 

cause lié au facteur de transcription utilisé. Le système de double hybride utilisant le facteur 

de transcription Gal4 est moins sensible que le facteur LexA utilisé par le premier double 

hybride de « Hybrigenics ». Il serait intéressant d’utiliser un système de double hybride plus 

sensible, notamment avec LexA en domaine de liaison à l’ADN et Gal4 en domaine 

d’activation de la transcription. Dans la technique de double hybride, les interactions des 
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protéines partenaires doit être réalisé dans le noyau nécessitant la présence des protéines 

qui selon leurs tailles peuvent avoir du mal à être translocé dans le noyau. Nous avons donc 

choisi d’utiliser des constructions codant pour des protéines tronqués de la FlnA et 

également d’éliminer les protéines partenaires déjà connues dans les régions éliminées. 

Dans ce cas, nous avons toujours le risque que les protéines identifiées comme 

interagissant avec la FlnA soit dû à la formation d’un site factice par le rapprochement du 

domaine de dimérisation et des 8 premiers domaines de la FlnA. À l’inverse ses 

constructions réduites de la FlnA peuvent empêcher l’identification d’interaction liée à la 

structure moins flexible de la protéine.  

Nos résultats obtenus en double hybride ne permettent pas de valider totalement les 

interactions identifiées par le premier double hybride de « Hybrigenics ». Cette technique de 

double hybride a l'inconvénient d'identifier de nombreux faux positifs. Elle est également 

réalisée dans des levures ne permettant pas toutes les modifications post-transcriptionnelles 

nécessaires à certaines interactions. L’ensemble de ces résultats devront être vérifiés par les 

approches biochimiques in vitro comme le « pull-down » et la co-immunoprécipitation. En 

effet, au vu de nos résultats sur l'effet des mutations de la FlnA sur la stabilité des intégrines, 

la plupart des partenaires potentiels sont intéressants. 

  

 De plus, parmi les nouvelles protéines partenaires de la FlnA, les actinines sont des 

protéines des points focaux qui appartiennent au même complexe protéique d'adhésion que 

les intégrines. En coopération avec la FlnA, l’actinine participe à la rigidité du réseau d'actine 

(Esue et al., 2009). Les points focaux d'adhésion sont essentiels aux processus cellulaires 

d'adhésion à la MEC, de migration ou de contraction des cellules. Nous pouvons supposer 

que les mutations modifiant les interactions entre la FlnA et l'actinine pourraient empêcher 

les cellules de réorganiser le cytosquelette d'actine au cours de contraintes mécaniques.  

 

 La protéine PTPN12 (ou PTP-PEST) est une phosphatase agissant sur la 

déphosphorylation des protéines appartenant aux points focaux d’adhésion. Précédemment, 

il a été identifié par Playford et al. une interaction entre la FlnA et la PTPN12 mais, la région 

d'interaction sur la FlnA n'avait pas été localisée (Playford et al., 2006). La PTPN12 est 

activée au cours du processus d'adhésion cellulaire faisant intervenir les intégrines et permet 

la régulation de la phosphorylation des kinases FAK ou src. L'activité de la PTPN12 

nécessite une localisation spatio-temporelle spécifique au cours des processus de migration 

cellulaire. Il a été montré qu'une surexpression de la PTP-PEST dans les fibroblastes induit 

une diminution de l'activité Rac1 provoquant une instabilité des extensions membranaires 

(Sastry et al., 2002). D’autres travaux ont démontré que l’absence de la PTP-PEST 

augmente l’adhésion des cellules sur la fibronectine par la formation de nombreux points 
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focaux en revanche la mobilité de ces cellules est réduite (Angers-Loustau et al., 1999). La 

PTP-PEST est activée par la voie Ras qui induit la déphosphorylation de la kinase FAK et 

permet la dissociation des points focaux (Zheng et al., 2011). De plus, il a été démontré que 

l’inhibition des intégrines V3 et 1 diminuait la phosphorylation de la FAK qui induit une 

inhibition des voies ERK et smads ayant pour conséquence de réduire la synthèse de 

collagène de type I. Nous pouvons supposer que les mutations de la FlnA diminuent 

l'interaction avec la PTPN12. Cette diminution modifierait la localisation de la PTP-PEST 

régulant son activité sur les GTPases et la signalisation des points focaux au cours de 

l’activation des intégrines. Les modifications de migration et d'adhésion cellulaire dans des 

lignées exprimant les FlnA mutantes seraient cohérentes avec une diminution d'interaction 

avec la PTPN12. Dans le but de répondre à cette hypothèse, il serait intéressant d'étudier la 

phosphorylation des voies de signalisation impliquant les kinases FAK ou src. De plus, le lien 

qui associe la diminution des intégrines 1 à la localisation et l’activité de la PTPN12 reste à 

évaluer. 

 

 En ce qui concerne la LL5 une étude de Paranavitane et al. montre que la LL5 

interagit avec la partie C terminale des FlnA et C (Paranavitane et al., 2007). La récente 

classification des domaines de la FlnA suggère que les protéines partenaires peuvent se lier 

à des domaines de la FlnA appartenant au même groupe (Ithychanda et al., 2009). Il est 

donc possible qu'un autre site de liaison existe dans les 8 premiers domaines de la FlnA. Les 

constructions réduites de la FlnA peuvent également former un site factice d'interaction avec 

le domaine de dimérisation et les premiers domaines de la FlnA. De plus, dans les cellules 

épithéliales, la LL5 participe à la localisation des intégrines spécifiques de la laminine sur le 

réseau de microtubules. La LL5 participe également à la voie de signalisation PI3K (Hotta 

et al., 2010). Les mutations de la FlnA pourraient alors modifier la liaison avec la LL5. Cette 

dernière pourrait éventuellement réguler le trafic des intégrines et la voie PI3K dans d’autres 

types cellulaires. Les résultats de notre étude ont montré que la LL5 interagissait plus 

fortement avec la FlnA P637Q mais, pas avec la FlnA G288R. Ceci peut être lié la zone 

d'interaction entre les deux protéines qui serait localisée plus prés de la région de la FlnA où 

est située la mutation P637Q.  

 

 Enfin, la FxBox034 est une protéine des complexes d’ubiquitinylation formant un 

complexe multi protéique ubiquitine E3 ligase (SCF) participant à la dégradation des 

protéines (Yoshida et al., 2011b). Il a été démontré que l’ABS2 est une sous unité du 

complexe multi protéique ubiquitine E3 ligase associée à la dégradation des filamines par le 

protéasome. Cette protéine participe également à l’adhésion sur fibronectine des cellules 
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hématopoïétiques par la dégradation de la FlnA (Lamsoul et al., 2011; Razinia et al., 2011). 

De plus, la pré-intégrine 1 est la cible d’une protéine F-box la Fbx2. Cette protéine fait 

partie d’un complexe SCF qui permet la sortie et la dégradation à partir du réticulum 

endoplasmique de protéines N-glycosylées tel que l’intégrine 1. Ceci permet d’éliminer les 

pré-intégrine 1 en excès qui ne se fixe pas à une sous unité (Yoshida et al., 2002). 

D’après nos résultats la FxBox034 interagirait plus fortement avec la FlnA mutée G288R 

pouvant favoriser sa dégradation. Nous pouvons aussi supposer que le rapprochement de la 

FxBox034 avec d’autres protéines telles que les intégrines induiraient leur ubiquitinylation. Il 

serait intéressant d’analyser l'ubiquitinylation des intégrines et des filamines dans les lignées 

exprimant les FlnA WT et mutantes.  

 

Dans la poursuite du projet, il sera essentiel de confirmer les résultats obtenus par les 

doubles hybrides par l'utilisation des approches de « pull-down » et de co-

immunoprécipitation. À partir des constructions du double hybride, des étapes de production 

de protéines FlnA taggées avec une séquence de 6 histidines en partie N-terminale sont 

actuellement en cours de réalisation. De plus, les plasmides codant pour les protéines 

partenaires et les anticorps pour les co-immunoprécipitations sont en cours de validation.  

 En conclusion de cette partie, les interactions identifiées sont à vérifier afin de  

pouvoir poursuivre les investigations sur leur rôle dans les mécanismes physiopathologiques 

des valvulopathies. 
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A l’heure actuelle, les mécanismes physiopathologies des valvulopathies sont mal 

connus. De ce fait, la seule option thérapeutique est la chirurgie valvulaire. Par ailleurs, 

l’identification de ces mécanismes est essentielle pour le développement de thérapie 

médicamenteuse et la compréhension de la dégénérescence des bioprothèses valvulaires 

actuellement utilisées.  

Il apparaît maintenant que l’évolution de ces pathologies soit due à un défaut 

congénital causé par des mutations dans des protéines de la MEC comme la fibrilline ou 

encore de signalisation comme la voie NOTCH (Dietz et al., 2005; Garg et al., 2005). Mon 

travail a consisté à identifier les conséquences moléculaires et cellulaires de mutations de la 

FlnA associées à la XMVD. Nous avons pu identifier, dans un modèle de mélanome déficient 

en FlnA, que les mutations provoquaient une diminution de l’expression des intégrines 1. 

Cette diminution semblerait participer aux modifications morphologies, aux défauts 

d’adhésion et de migration cellulaire. Dans une autre étude, nous avons identifié de 

nouvelles protéines partenaires dans la région où sont localisées les mutations. Plus 

particulièrement, la  PTPN12 qui participe à la signalisation des points focaux, la LL5 qui 

agit sur la localisation des intégrines via le réseau de microtubules et enfin la FxBox034 qui 

participe à la dégradation des protéines. L'ensemble de ces résultats semblent désigner la 

voie de signalisation des intégrines, comme un acteur important, dans les mécanismes 

physiopathologiques des valvulopathies associées aux mutations de la FlnA. Les intégrines 

sont des récepteurs d'adhésion permettant l'organisation et la dégradation des composants 

de la MEC tel que la fibronectine. Mais leur rôle dans les processus physiopathologiques 

impliquant un remodelage de la MEC est encore mal défini. Ainsi les intégrines par 

l'intermédiaire de la FlnA pourraient participer à ces processus. La voie de signalisation des 

intégrines est une voie essentielle pour la transmission de signaux mécaniques ou chimiques 

entre la MEC et l'environnement intracellulaire (Takada et al., 2007). Les intégrines 

permettent l'activation des voies MAPKs et le renouvellement des composants de la MEC 

(Larsen et al., 2006; Ding et al., 2008). Il a été démontré qu'elles permettent la régulation de 

la voie de signalisation du TGFpar la séquestration des facteurs de croissance (Wipff and 

Hinz, 2008). Les intégrines participent également à la disponibilité, à l'activation et au 

recyclage des protéines transmembranaires comme les récepteurs aux facteurs de 

croissance, ou encore les récepteurs et le transporteur de la sérotonine (Eliceiri, 2001).  

De plus, de nombreux liens entre la signalisation des intégrines et celles du TGF ou 

encore la sérotonine ont été mis en évidence dans les valvulopathies. 

 

 Ainsi, les études génétiques des familles atteintes de valvulopathies ont identifié la 

voie du TGF comme un facteur majeur du développement de la pathologie. Par exemple, 

dans le syndrome de Marfan, la mutation de la fibrilline provoque la libération de TGF 
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activant la voie de signalisation (Dietz et al., 2005). D’ailleurs, des mutations dans les 

récepteurs au TGF de type II ont également été identifiées dans le syndrome de Loeys-Dietz 

responsable lui aussi de valvulopathies (Van Hemelrijk et al., 2010). De plus, le TGF est 

associé à la différentiation cellulaire de CIV et participe également à l’EMT au cours de la 

valvulogénèse (Walker et al., 2004; Olivey et al., 2006). La synthèse des composants de la 

MEC est également régulée par l’activation de la voie du TGF  

Le TGF est une cytokine essentielle pour les processus fibrotiques. Il se fixe sur le 

récepteur au TGF de type II activant le récepteur de type I. L'activation de cette voie met en 

jeu la phosphorylation des effecteurs R-smads qui sont translocés dans le noyau par 

l'intermédiaire de co-smads. Ces smads phosphorylées vont activer la transcription de gènes 

de la MEC tel que les collagènes (Mehra and Wrana, 2002; Mishra and Marshall, 2006). 

 

 Un dialogue mutuel entre les intégrines et les voies du TGF a été démontré. 

 D’une part, le TGF est capable d'induire la régulation transcriptionnelle des 

intégrines et de leurs ligands (Pechkovsky et al., 2008). Le TGF est capable régulé la 

transcription des intégrines soit par une augmentation (dans le cas de 11 et 51) ou une 

diminution (pour 21 et 31) de leur expression (Pechkovsky et al., 2008). 

D’autres parts, les intégrines agissent sur la disponibilité du TGF(Figure 38). Ce 

TGF est séquestré sous forme inactive dans la MEC par un complexe latent formé de 2 

protéines Latency Associated Peptide (LAP) et Latent transforming growth factor-beta 

binding proteins (LTBP) et les intégrines participant au maintien du TGF dans la MEC en 

se fixant à ce complexe. Cependant, le complexe latent du TGF dans la MEC peut être 

dissocié grâce à la fixation des intégrines (Lu et al., 2002; Ludbrook et al., 2003). La 

libération se réalise de 2 façons, soit par clivage dû à la fixation de MMP sur les intégrines 

soit par l’intervention des forces de traction de la cellule (Mu et al., 2002; Wipff and Hinz, 

2008).  

Enfin les intégrines participe à la régulation de la signalisation du TGFEn effet, les 

intégrines peuvent activer les MAPKs agissant sur la voie du TGF(Hayashida et al., 2010; 

Borthwick et al., 2011). Certaines intégrines peuvent également agir sur l’expression des 

récepteurs au TGF (Margadant and Sonnenberg, 2010).  
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Figure 38 : Activation de la voie du TGF par les intégrines. (A) Activation du complexe 

latent du TGF1 par les métalloprotéinases. (B) L'action de la traction des cellules sur le 

complexe latent. D'après Wipff, les intégrines libèrent le TGF actif après déformation du 

complexe latent. D’après Wipff and Hinz, 2008. 

 

 En résumé, les voies de signalisation impliquant le TGF et les intégrines sont en 

constante interaction par des régulations transcriptionelles. Ainsi lorsqu’une de ces voies ne 

fonctionnent plus correctement à cause par exemple, de mutations, elle agit sur la seconde 

induisant des phénomènes pathologiques comme la fibrose. De tels mécanismes de 

signalisation pourraient être impliqués dans les phénomènes de remodelage de la MEC des 

valves cardiaques.  

 

 Dans cette signalisation du TGF l'étude de modèles animaux montrent l’importance 

des facteurs solubles de la voie de signalisation du TGF au cours de la valvulogénèse 

comme le TGF1, 2, 3 ou le BMP2 (Kaartinen et al., 1995; Yamagishi et al., 1999; Conway et 

al., 2011). Sanford et al. ont établi un modèle de souris invalidé pour le gène du TGF2. Ces 

souris présentent un épaississement des valves et des défauts de développement du 

processus d’EMT (Sanford et al., 1997). De plus, le modèle de souris invalidé pour la 

fibrilline mime le syndrome de Marfan, identifié chez l’homme avec une dégénérescence 

myxomateuse des valves (Habashi et al., 2006). Dans un autre modèle de souris, 

l’invalidation des smad6 inhibitrices de la voie du TGF montre un épaississement des 

valves de ces souris (Galvin et al., 2000). Toutes ces études montrent l’importance de la voie 

du TGF dans les processus de développement, de maturation et de pathologie des valves 

cardiaques. Une étude de l'activation de la voie du TGF a été débutée dans les lignées de 

A B 
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mélanome exprimant les FlnA mutantes. Cependant, pour des raisons techniques, la 

détection des phosphorylations de smad2 n'était pas assez sensible. À l'heure actuelle, nous 

n'avons pas pu conclure sur l'état d'activation de la voie du TGF. Toutefois, dans la 

littérature, il a été démontré que les intégrines étaient capables d’activer la transcription des 

récepteurs au TGF et donc l’activation de sa voie de signalisation (Wang et al., 1999). 

 L'effet de l’activation de la voie du TGF pourra également être étudié. En effet, 

l’activation de cette voie peut modifier certaines signalisations comme les MAPKs, agissant 

sur la transcription de gène de la MEC (Pechkovsky et al., 2008)(Margadant and 

Sonnenberg, 2010). 

 

La voie de signalisation du TGF et les intégrines sont en relation grâce à une 

molécule importante dans le développement des valves cardiaques : la périostine, protéine 

secrétée dans la MEC (Conway et al., 2011). L'expression de la périostine est induite par le 

TGF et de nombreuses études ont démontré son rôle dans le remodelage de la matrice 

valvulaire après EMT au cours de la valvulogénèse (Markwald et al., 2010). Les souris 

invalidées pour la périostine présentent un épaississement et un raccourcissement des 

valves avec des cordages tendineux tronqués (Hakuno et al., 2011; Nishiyama et al., 2011). 

De plus, la périostine permet la différentiation des cellules mésenchymateuses en cellules 

fibroblastiques productrices de collagène (Norris et al., 2009). Cette protéine agit également 

sur la migration et l’invasion cellulaire ainsi que sur la capacité de ces cellules à compacter 

la MEC. Ces processus passent par la fixation de la périostine sur les intégrines V3 et les 

intégrines 1, activant la voie Rho/PI3K et permettant l’expression de l’actine musculaire 

lisse exprimée dans les CIV activées (Butcher et al., 2007). Nous pouvons supposer que les 

effets des mutations de la FlnA sur la diminution de l’expression des intégrines pourraient 

moduler la voie de signalisation du TGF et l'expression de la périostine (Figure 39). La 

régulation de la périostine pourrait alors impliquer une dérégulation de la MEC. Cette 

hypothèse pourra être testée en étudiant l’activation et la régulation des voies de 

signalisation du  TGF et de la périostine dans les lignées exprimant les FlnA WT et 

mutantes.  
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Figure 39 : La voie du TGF et les valvulopathies. La voie du TGFest impliquée dans la 

physiopathologie des valvulopathies par l'identification de mutations sur les récepteurs au 

TGF et sur la fibrilline qui permet de séquestrer le TGF. De plus, des modèles animaux 

d'invalidation du TGF2, la fibrilline, samd6 ou la périostine développent un épaississement 

des valves. 

 

 L’autre voie importante est impliquée dans les mécanismes physiopathologiques des 

valvulopathies est la voie de la sérotonine (5HT). Ce composé chimique est un 

neurotransmetteur produit par les cellules intestinales puis stockée dans les plaquettes. En 

effet, une augmentation du niveau de sérotonine dans le sang induite par des tumeurs 

carcinoïdes ou une association de médicaments "coupe - faim" comme les fenfluoramines et 

les phentermines peuvent provoquer des valvulopathies médicamenteuses (Elangbam, 

2010). Les appareils sous valvulaires des patients sont épaissis par une atteinte fibrotique et 

les cordages sont raccourcis ne permettant plus une coaptation des valvules correcte 

induisant des régurgitations mitrales (Connolly et al., 1997). Ces valvulopathies 

médicamenteuses induites par les fenfluramines aux propriétés anorexigènes se 

caractérisent par une activation des récepteurs de la sérotonine (Elangbam, 2010). Ces 

fenfluramines se métabolisent en norfenfluramines qui stimulent la libération de sérotonine et 

possèdent une forte activité agoniste vis-à-vis des récepteurs 5HT2B. Le transporteur de la 

sérotonine, quant à lui, permet l'entrée de la sérotonine après l'activation du récepteur.  
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Dans les valves cardiaques, les sous-types de récepteurs à la sérotonine 5HT1B et 

5HT1D sont exprimés alors que les récepteurs 5HT1A, 5HT1E et 5HT1F sont absents. Ainsi 

les CIV répondent à la signalisation de la sérotonine. Dans des travaux récents en 2006, il a 

été démontré que les souris invalidées pour le transporteur de la sérotonine (SERT) 

développent une valvulopathie due à l'activation plus importante des récepteurs à la surface 

cellulaire (Mekontso-Dessap et al., 2006). Une autre étude de Pavone en 2009 sur un 

modèle murin a montré une augmentation d'actine musculaire lisse, du récepteur 5HT2A, de 

la phosphorylation de smad2 et ERK1/2 dans le cœur de ces souris révélant une activation 

de la voie du TGF(Pavone et al., 2009).  

 

Des travaux précédents ont montré que la voie de signalisation de la sérotonine et 

celle des intégrines interagissent. Ainsi, une étude de Carneiro et al. dans des plaquettes 

montre que la régulation du trafic du transporteur de la sérotonine nécessite les intégrines 

23 (Carneiro et al., 2008). De plus, la diminution des intégrines par les mutations de la 

FlnA pourraient moduler l'expression et la régulation du transporteur de la sérotonine.  

L’action de la sérotonine est médiée par des récepteurs et le transporteur SERT. 

L’activation de cette voie de signalisation induit une augmentation des composants de la 

MEC et active l’expression de TGF (Jian et al., 2002). De plus les CIV expriment les sous 

unités 5HT1B et 5HT1D des récepteurs à la sérotonine pouvant donc répondre à cette 

stimulation (Elangbam et al., 2008). De plus, l’activation des récepteurs de la sérotonine est 

capable d’activer la voie ERK1/2 ainsi que l’expression du TGF. Une étude de Mekontso et 

al. a montré que des souris invalidées pour le transporteur SERT développaient une fibrose 

valvulaire avec une dilatation ventriculaire (Mekontso-Dessap et al., 2006). Dans la poursuite 

de ce projet, il serait intéressant d'étudier l’effet de la sérotonine sur l'activation des voies de 

signalisation du TGF et de ERK1/2 en utilisant des approches biochimiques (Figure 40). 

 De plus, la transglutaminase permet de fixer la sérotonine sur les résidus glutamines 

des protéines et plus particulièrement des GTPases, ce processus s’appelle sérotonylation 

(Watts et al., 2009). Il a été montré que la sérotonylation se produit aussi sur les protéines de 

contraction par exemple la FlnA et l'actine musculaire lisse (Watts et al., 2009). Des travaux 

préliminaires réalisés par Norris et al (communications personnelles) ont montré que les 

FlnA mutées seraient moins sérotonylées que la FlnA WT qui semble diminuer la compaction 

des gels de collagène. De plus l'activation prolongée par la sérotonine de cellules 

musculaires lisses provoque une dégradation de RhoA activée (Guilluy et al., 2007). Les 

mutations de la FlnA induiraient une modification de sa propre sérotonylation ou celles des 

GTPases ce qui modifieraient leur capacité de réorganisation de l’actine et donc de 

remodelage de la MEC. Il serait intéressant d’étudier l’effet de la voie de la sérotonine sur les 
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modifications phénotypiques des lignées exprimant les FlnA WT en utilisant les bloqueurs de 

la sérotonine ou de la transglutaminase.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : La voie de la sérotonine et les valvulopathies. L'activation des récepteurs de 

la sérotonine induit l'activation des voies ERK1/2 et smad avec une augmentation de 

l'expression du TGFet des composants de la MEC. La sérotonylation des protéines de 

contraction telles que RhoA ou la FlnA modifie les capacités de compaction de la MEC et de 

remodelage du cytosquelette d'actine. 

 

 L'utilisation de différents modèles d'études permet d'apporter différentes informations 

sur les effets des mutations au niveau de la compensation par la FlnB, l'effet de l'étirement 

ou encore les voies de signalisation spécifique des CIV. Dans ce travail, nous avons utilisé 

des modèles de cellules cancéreuses de mélanome ou de fibrosarcome permettant 

d'identifier l'implication de la voie de signalisation des intégrines dans les mécanismes 

physiopathologiques des valvulopathies. Récemment, un patient atteint de la XMVD a été 

opéré et des cultures primaires des fibroblastes de peau de ce patient ont été établies. Ces 

fibroblastes pourront  également être dérivés en cellules IPS et différentiés en CIV. Ces deux 

modèles permettront de travailler sur des cellules natives et qui auront l'avantage d'exprimer 

seulement la FlnA P637Q. Enfin un modèle d'invalidation dans les cellules non musculaires 

cardiaques et un modèle de souris knock in pour les FlnA mutantes sont mis au point au sein 

du réseau Leducq. Ces modèles animaux sont essentiels à la compréhension des 

mécanismes physiopathologiques des valvulopathies permettant de suivre la progression de 
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la pathologie et son évolution au cours du développement embryonnaire. Les effets des 

voies de signalisation identifiées précédemment tel que les intégrines, le TGFou la 

sérotonine seront étudiés par des traitements pharmacologiques comme dans le cas du 

Losartan (Habashi et al., 2006; Conway et al., 2011). Dans l'avenir ces modèles animaux de 

valvulopathies liées à la FlnA pourront nous permettre de développer des stratégies 

thérapeutiques pour les patients atteints de XMVD.  

 

En conclusion, l’étude fondamentale sur l’effet des mutations de la FlnA a démontré 

une modification de la signalisation des intégrines pouvant conduire à une modification de la 

réponse des cellules au stress mécanique dû à l’étirement ainsi aux chemokines 

séquestrées dans la MEC (Figure 41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Schéma des mécanismes impliquant potentiellement les mutations de la 

FlnA dans la physiopathologie des valvulopathies. La FlnA est impliquée dans le 

recyclage et le transport vésiculaire des récepteurs membranaires tel que les intégrines. De 

plus, les mutations induisent une diminution des intégrines 1 éventuellement en les 

dirigeants vers les voies de dégradation par l’intermédiaire des protéines vimentine ou R-

Ras. De la même façon, la FlnA interagirait avec des protéines des points focaux d’adhésion 

régulant la fixation des cellules et le remodelage de la MEC. Enfin les voies de signalisation 

de la sérotonine ou du TGF peuvent réguler par les fonctions de stabilisation membranaire et 

de « mécano-protection » de la FlnA.      
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Mécanismes moléculaires et cellulaires des mutations de la filamine A associées à une 

dystrophie valvulaire héréditaire. 

Le gène FLNA est le premier identifié dans une dystrophie valvulaire myxoïde liée au 

chromosome X (XMVD) qui se traduit par un allongement des valvules mitrales et un 

remodelage de leur matrice extracellulaire (MEC). Ce gène code pour la filamine A (FlnA), 

une protéine du cytosquelette qui participe à l'organisation du réseau orthogonal d'actine et 

de multiples voies de signalisation intracellulaire. Le but de mon travail a été 1) d'identifier les 

mécanismes moléculaires et cellulaires des mutations de la FlnA associées à la XMVD 2) 

des modifications d'interaction avec des protéines partenaires de la FlnA. J’ai établi des 

lignées stables exprimant les FlnA wild-type ou mutantes (FlnA-G288R et P637Q) dans des 

cellules de mélanome déficientes en FlnA. Les lignées exprimant les FlnA mutantes 

présentent des défauts d'étalement, d'adhésion et de migration cellulaire. Les mutations de 

la FlnA induisent une diminution de l'expression de l'intégrine 1 (ITG1), de sa localisation à 

la membrane et de sa stabilité sans modification du niveau d'ARNm. De plus elles limitent la 

capacité des cellules à organiser la MEC (fibronectine). La deuxième partie de l’étude m’a 

permis d'identifier de nouveaux partenaires de la FlnA dans les régions où sont localisées les 

mutations. J’ai identifié les actinines-1 et -4 et la PTPN12 qui participent à la régulation des 

points focaux d'adhésion cellulaire. En conclusion mes travaux m’ont permis d’esquisser des 

mécanismes potentiels dans le développement de la XMVD. En réduisant l'expression des 

ITG1 les mutations modifieraient la mécanotransduction et de la réponse aux chémokines 

(TGF) des cellules interstitielles de valves qui organisent leur MEC. 

 

Mots clés : filamine A, valvulopathies, matrice extracellulaire, migration cellulaire, intégrines 

 

Molecular and cellular mechanisms of filamin A mutation involved in X linked valvular 

dystrophy. 

 

FLNA gene is the first identified in X linked myxomatous valvular dystrophy which show 

lengthening of mitral valve leaflets and extracellular matrix (ECM) remodeling. This gene 

encodes filamin A (FlnA) a cytoskeleton protein which participate in organization of 

orthogonal actin network and multiple intracellular signaling. The aim of this work has been 

1) identify molecular and cellular mechanisms of FlnA mutations associated with XMVD 2) 

modifications of interaction with proteins partners of FlnA. I have established stable cell lines 

expressing FlnA wild-type or mutants (FlnA-G288R or P637Q) in melanoma deficient FlnA 

cells. Mutants FlnA cell lines develop defects of spreading, adhesion and cell migration. 

Mutations of FlnA involved in decrease 1 integrin expression, it localization at the membran 

and it stability since level mRNA modification. Moreover they limit cell capacities of ECM 

organization. A second part of this study allow me to identify news partners of FlnA  on 

region of mutations locations. I has identified actinin1/4 and PTPN12 which participate at the 

regulation of cellular focal adhesion points. In conclusion my works permit to draft potentials 

mechanisms in the development of XMVD. In reducing ITG1 expression mutations could 

alter the mechanotransduction and the response of chemokines (TGF) of valve interstitials 

cells which organize their ECM. 

 

Key words: filamin A, heart valve diseases, extracellular matrix, cell migration, integrins 
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