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VEGF : « Vascular Endothelial Growth Factor » 
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Avant-propos 
 

Ce travail de thèse a été réalisé à l’Institut   du   Thorax, UMR1087-CNRS 6291 au sein de 

l’équipe   de   génétique   des maladies héréditaires dirigée par Jean-Jacques SCHOTT. Il   s’agit   d’une  

équipe pluridisciplinaire comprenant chercheurs, médecins, ingénieurs et techniciens, attachés de 

recherche clinique et doctorants. Notre équipe collabore avec différents laboratoires dans le cadre de 

réseaux  internationaux  comme   le   réseau  d’excellence  de   la   fondation  Leducq  ou   le   réseau  européen  

EurostarsTM. 

Les premiers travaux de l’équipe   concernent l’identification   des origines génétiques des 

arythmies cardiaques (Syndrome du QT long,...). Depuis une dizaine d’années, nous nous sommes 

intéressés aux origines génétiques des maladies valvulaires notamment les valvulopathies 

dégénératives non syndromiques.  

Les valvulopathies sont des pathologies fréquentes et en constante augmentation avec le 

vieillissement de la population dans les pays développés (prévalence : 2-3 % de la population 

française) dont les causes ne sont pas encore connues. Parmi ces pathologies, on étudie principalement 

le Prolapsus Valvulaire Mitral (PVM) et le Rétrécissement Aortique Calcifié (RAC). Ces 2 

pathologies constituent la première cause de chirurgie valvulaire qui reste la seule option 

thérapeutique efficace à ce jour. Les mécanismes physiopathologiques des valvulopathies non 

syndromiques sont peu ou pas   connus   à   l’instar   des  valvulopathies   syndromiques   où   certains   gènes  

associés à des voies de signalisation sont connus. 

 

Notre   objectif   est   d’identifier   les   bases   moléculaires de maladies valvulaires 
dégénératives rares par des approches génétiques, épidémiologiques et physiopathologiques. 
 

 Notre   stratégie   de   recherche   est   basée   sur   le   fait   que   l’on   considère   un   gret nombre de 

pathologies comme des maladies du  vieillissement  alors  qu’il  existe  une  prédisposition  génétique  liée  

à un gène majeur. 

Pour identifier les gènes et les voies de signalisation responsables de ces valvulopathies, 

l’équipe  s’organise  dans  une  démarche de recherche translationnelle : patient ⟾ gène ⟾ mécanismes 

physiopathologiques. Cette complémentarité multidisciplinaire est  repartie en 4 équipes différentes :  

 

1) Une équipe Clinique : L’équipe de cardiologie du CHU de Nantes réalise les examens 

cliniques et échocardiographiques chez des patients présentant une valvulopathie de forme familiale 

ou sporadique. Ils recrutent les patients ainsi que leurs familles pour  nous  permettre  l’identification  de 

gènes potentiellement responsables. 
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2) Une équipe Epidémio-génétique : Elle permet le  développement  de  nouveaux  outils  d’analyse  

pour améliorer nos approches basées sur des études familiales et/ou sporadiques pour mettre en place 

des stratégies de prévention dans la population et au sein des hôpitaux. 

 

3)  Une équipe Génétique moléculaire : Elle est axée sur l’identification  de  nouveaux  gènes en 

utilisant différentes approches de séquençages des exons du génomes entier (« Whole exome 

sequencing ») sur des formes familiales ou par association de gène sur des formes sporadiques. 

 

4) Une équipe Fonctionnelle : Après   l’identification   du   gène,   nous   étudions   les   mécanismes  

moléculaires physiopathologiques associées aux mutations par différentes approches moléculaires et 

cellulaires. En plus de comprendre le développement de la pathologie, cela permettra d’identifier  des  

voies potentielles de thérapies, une alternative moins invasive que la chirurgie valvulaire. 

 

Mon   travail   de   thèse   s’inscrit   dans   l’axe   fonctionnel   avec   l’étude   des   mécanismes  

moléculaires et cellulaires impliqués dans le développement de ces dystrophies valvulaires non 

syndromiques. Mon premier projet concerne les mutations du gène FLNA que nous avons identifié au 

laboratoire en 2007 (Kyndt et coll., 2007). Ce fut le premier gène identifié dans cette pathologie et 

depuis  j’ai  pu  mettre  en  évidence  certains  mécanismes  moléculaires impliqués. Mon deuxième projet 

concerne   l’étude   d’un nouveau gène (gène ARHGAP24) très récemment identifié dans une forme 

familiale de prolapse mitral. 
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Le  cœur est un organe central de  l’organisme.   Il  a  pour  fonction  de  faire  circuler   le  sang  de  

façon unidirectionnelle afin  de  fournir  l’oxygène  et  les  nutriments  nécessaires  au  bon  fonctionnement  

de   l’organisme.   Le   cœur   est   assimilé   à   une   pompe composée de 4 cavités : 2 atriums (oreillettes) 

communiquant chacune avec un ventricule (figure n°1) qui éjecte le sang soit dans la circulation 

pulmonaire (ventricule droit) soit dans la circulation systémique (ventricule gauche). Il alterne les 

cycles de systole (contraction) et de diastole (relaxation) pour permettre une distribution optimale du 

sang.  En  moyenne,  le  cœur  a  un  cycle  de  70  battements  par  minute  pour  un  volume  expulsé  de  5  litres  

de  sang.  La  circulation  pulmonaire  permet  d’oxygéner  le  sang  alors  que  la  circulation  systémique  va  

desservir   tout   l’organisme.   Le   cœur   possède   un   système   de   valve   qui assure une distribution 

unidirectionnelle du sang. Les   conséquences   d’une atteinte de ce système deviennent délétères au 

cours du temps avec la mise en place d’une insuffisance cardiaque aboutissant, le plus souvent, à un 

décès du patient s’il  n’y  a  pas  de  prise  en  charge  à  temps. 

 

 

Figure 1 : Anatomie   du   cœur   en   vue   frontale.   Le   cœur est représenté sous forme schématique en coupe 

frontale. Les 2 Atriums sont séparés des ventricules par les valves atrioventriculaires. Les valves semi-lunaires 

sont situées à la base des gros vaisseaux (aorte et artère pulmonaire). Adaptation du schéma « Servier Medical 

art ». 
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1. Les valves cardiaques 

Le   cœur   est   le   premier   organe   fonctionnel   lors   de   l’embryogenèse.   La   fusion   des   tubes  

cardiaques primitifs lors du 21e jour  de  gestation  conduit  à  la  création  d’un  cœur  primitif  qui  distribue  

le  sang  dans  tout  l’embryon.  Au  22e jour,  le  cœur  est  formé  de  4  cavités  primitives : le sinus veineux, 

l’oreillette  primitive,  le  ventricule  primitif  et  le  bulbe  primitif. Les 3 semaines suivantes permettent de 

structurer  de  façon  définitive   le  cœur  par  différents  mécanismes  de   torsion  et  de  remodelage (figure 

n°2). A partir du 2e mois de gestation,  le  cœur  continu de croitre jusqu'à la naissance où il fonctionnera 

normalement avec une circulation unidirectionnelle. Lors de ce processus, la formation des valves 

commence à la 5e semaine de gestation (28e jour).  Le   cœur   présente une structure définitive et 

fonctionnelle au cours de la 8e semaine de gestation  (Bruneau, 2008). 

 

 

Figure 2 : Représentation   schématique   de   l’embryogenèse   du   cœur.   A. Le   cœur   subit   de   nombreux  
mécanismes de torsions entre le 21e et le 24e jour. B. Coupe  frontale  du  cœur  primitif montrant les différentes 

structures :   L’endocarde   à   l’intérieur   et   le  myocarde   à   l’extérieur.   La   formation   des   bourgeons   endocardiques 

apparaît  au  niveau  de  la  base  des  2  tractus  d’éjection.  D’après  (Person et coll., 2005). 
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1.1. Embryogenèse des valves 

 Embryogenèse 1.1.1.

Comme décrit précédemment, les valves cardiaques commencent à se former au début de la 

5e semaine de gestation, juste après la formation du canal atrio-ventriculaire (CAV) et du tractus 

d’éjection (OFT) (figure n°2B). A ce  stade,  le  cœur  est  composé  d’une  couche  myocardique  (couche  

extérieure)  et  d’une  couche endocardique (couche intérieure). A partir du 28e jour, la formation des 

bourgeons endocardiques se produit à la naissance du tronc atrioventriculaire et  du  tractus  d’éjection  

(figure n°2B).  Au  niveau  de  ces  bourgeons,  les  cellules  de  l’endocarde  vont  subir  un  processus  dit  de 

transformation épithéliale en mésenchymale (EMT). Durant ce processus, une partie des cellules 

endocardiaques quitte la   surface   de   l’endocarde   et   se   différencier   en   cellules   mésenchymales   en  

migrant vers le myocarde. Ceci forme la gelée cardiaque où les cellules mésenchymales vont proliférer 

et secréter de la matrice extracellulaire. Cela   conduit   à   l’allongement   et au remodelage de la valve 

primitive. Ces 2 processus sont dus à  la  combinaison  d’une  prolifération  cellulaire   importante  sur   le  

front de migration et une apoptose au niveau du bourgeon endocardique (figure n° 3). Les valves 

mitrale et tricuspide proviennent du bourgeon endocardique du canal atrioventriculaire alors que les 

valves semi-lunaires  proviennent  du  tractus  d’éjection (figure n°2B) (Lin et coll., 2012). 

 

 

 

 

Figure 3 : Transformation épithéliale en mésenchymale et maturation des valves. Représentation 

schématique  du  mécanisme  d’EMT  qui  se  déroule  dans   le  bourgeon  cardiaque.  Les  cellules  endothéliales  vont  

subir   le  processus  d’EMT  et  générer  des  cellules  mésenchymales.  Ces  cellules  vont   remodeler   la  matrice   pour 

permettre  l’élongation   et donner une valve primitive puis mature. Adaptation  d’après  (Lin et coll., 2012). 
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 Voies de signalisation  1.1.2.

La genèse des valves est un mécanisme hautement régulé mettant en jeu différentes voies de 

signalisation. Les cellules progénitrices des valves (décrites dans le paragraphe 1.2.3) proviennent 

majoritairement   de   l’endocarde   et   de   la   crête   neurale.  Une   fois   le   processus   d’EMT   enclenché,   les  

cellules  de   l’endocarde  vont  perdre   leurs  molécules  d’adhésion  (PECAM-1 ; VE-Cadherine) rendant 

plus facile leur migration dans la gelée cardiaque pour se différencier. Ce processus est sous le 

contrôle de nombreux facteurs secrétés par le myocarde sous-jacent et   l’endocarde   lui-même. Parmi 

ces facteurs, on trouve les « Bone Morphogenetic Proteins 2 et 4 (BMP) », les « Transforming Growth 

Factor ß 2 et 3 (TGFß) » et le « Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)». En réponse à la 

sécrétion  de  ces  facteurs,  l’endocarde  du  bourgeon  va  exprimer  des  récepteurs  tels  que  les  BMP-r1a, 

TGFß-r1, VEGF-r ou des effecteurs tels que Notch1 et ß-caténine associés à des voies de signalisation 

spécifiques. La contrepartie est que les cellules du myocarde expriment des gènes répresseurs de 

l’expression de facteurs (Tbx2, BMP2, Nfatc2-4) impliqués dans la formation de la chambre cardiaque 

et produisent des molécules régulatrices  de  l’EMT et de la MEC (Collagène, Ténascine, Aggrécane) 

pour initier la formation des valves.   L’ensemble   de   ces   processus   est   orchestré   et   fortement régulé 

d’un   point   de   vue   spatio-temporel (figure n°4).   Un   défaut   de   l’une   de   ces   voies   conduit   à une 

malformation des valves. La complexité de ces processus de valvulogenèse réside dans 

l’enchevêtrement  des voies de signalisation qui se régulent entre elles. La maturation des valves se 

poursuit grâce à des processus de synthèse/dégradation de la MEC néo-synthétisée. Elle est réalisée 

par les cellules interstitielles de valves (CIV) (Person et coll., 2005; Combs et Yutzey, 2009) 

De nombreuses avancées ont été  réalisées  dans  l’identification  des  protéines  clés  nécessaires à 

l’initiation  et  à  la  maturation  des  valves.  Cependant,   très peu de choses sont connues sur le rôle que 

peuvent tenir les facteurs environnementaux, comme le stress mécanique, dans ces processus de 

développement. Depuis quelques temps, certains laboratoires ont montré   l’importance   du stress 

mécanique lors de la valvulogenèse (Santhanakrishnan et Miller, 2011). Il est vrai que 

l’environnement   hémodynamique   de   l’embryon est en permanente évolution mais n’affecte   pas   la  

physiologie des valves qui   s’adaptent en formant un tissu fin et fibreux présentant une grande 

résistance au stress mécanique (Butcher et Markwald, 2007; Kruithof et coll., 2007; Buskohl et coll., 

2012b). Néanmoins,   le  développement  du  cœur  peut   être   altéré au niveau de la réponse à un stress 

mécanique local et/ou au niveau de l’activité  myocardique lorsque les flux hémodynamiques varient 

(Bartman et coll., 2004; Vermot et coll., 2009). Récemment, Balachandran et collaborateurs ont 

montré que le stress mécanique avait un impact sur le processus d’EMT   au   niveau   des   bourgeons  

endocardiques. En effet, un faible flux laminaire active préférentiellement la voie du TGF-ß alors 

qu’un  flux  élevé  active  la  voie Wnt/ß-caténine. L’effet  sur  l’EMT  est  en  partie  expliqué par la rupture 

de   l’endothélium sous l’effet  des  flux  hémodynamiques. La façon dont le stress est appliqué sur les 

cellules endothéliales va conduire à une rupture de leurs jonctions   et   donc   favoriser   l’EMT. Les 
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cellules endothéliales présentent également une  activité  contractile  lorsqu’elles  sont  soumises  à  un  fort  

stress mécanique qui  n’est  pas  présent  à  l’état  basal. L’ensemble  de  ces  travaux  montre  qu’un  défaut  

de réponse au stress mécanique peut conduire à la   formation   d’une   valve   pathologique. 

(Balachandran et coll., 2011). 

 

 

Figure 4 : Voie de régulation de la valvulogenèse. A. Voies de signalisation impliquées dans la formation du 

bourgeon cardiaque. B. Voies de signalisation impliquées dans EMT. C. Voies de signalisation impliquées dans 

l’élongation   et   le   remodelage   de   la   valve   primitive. Le myocarde est représenté en rouge et   l’endocarde   en  

orange. D’après  (Combs et Yutzey, 2009) 

 

1.2. Fonction et structure des valves 

 Anatomie et fonction 1.2.1.

Pour une irrigation correcte de tous les organes, le sang doit circuler de façon 

unidirectionnelle. Pour cela, les valves servent de barrage à un retour du sang dans les oreillettes ou 

dans les ventricules après chaque  contraction  cardiaque.  Il  existe  4  valves  cardiaques  qui  vont  s’ouvrir  

et se fermer en réaction aux variations de la pression sanguine exercée sur leurs surfaces. Comme 

indiqué sur le schéma  du  cœur  ci-dessous (figure n°5), il y a 2 valves atrioventriculaires et 2 valves 

semi-lunaires. 

x Les valves atrioventriculaires : ces valves sont situées à la jonction des atriums et des 

ventricules correspondants. Elles vont empêcher le sang de retourner dans les atriums lors de la 

contraction des ventricules.  La  valve  tricuspide,  située  dans  le  cœur  droit,  est  composée  de  3  feuillets  

ou cuspides (postérieure, septale et antérieure).   La   valve   mitrale,   située   dans   le   cœur   gauche   est  
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composée de 2 cuspides (postérieure et antérieure). La valve est ancrée à sa base sur un anneau fibreux 

alors que son extrémité libre est reliée aux muscles papillaires par des cordages tendineux (figure n°1). 

Lorsque  le  cœur  est  en  diastole,  les  valves  « pendent » de façon inerte dans le ventricule pour 

le remplir. Le ventricule va ensuite se contracter  à  partir  de  l’apex, faire remonter le sang contre les 

valves atrioventriculaires et le diriger dans les grosses artères. La fermeture des valves s’effectue  au  

niveau de la jonction des bords libres. Les muscles papillaires et les cordages tendineux maintiennent 

les  valves  dans  une  position  optimale.  Si  ces   systèmes  n’étaient  pas  présents,   les  valves  ne   seraient  

plus  étanches  et  le  sang  retournerait  dans  l’atrium.  La  cinétique  de  contraction  des  muscles  papillaires  

est importante puisqu’ils   se   contractent   avant   le   ventricule   pour mettre les cordages en tension et 

augmenter la résistance des valves à la pression sanguine. La pression exercée à ce moment-là sur la 

valve  mitrale  est  d’environ  120  mmHg  tandis  que  pour  la  valve  tricuspide,  la  pression  est  de  l’ordre  de  

25 mmHg (Sacks et coll., 2009). 

 

 

 

Figure 5 : Représentation schématique des valves. Vue  de  la  face  supérieure  du  cœur  montrant  les  2  paires  de  

valves atrioventriculaires et semi-lunaires. Les 2 valves atrioventriculaires sont situées entre les oreillettes et les 

ventricules. Les valves semi-lunaires sont situées entre les ventricules et les artères qui en émergent. Adaptation 

du schéma « Servier Medical art ». 

 

x Les valves semi-lunaires : Elles sont également appelées valve pulmonaire et valve aortique et 

sont  situées  à  la  base  du  tronc  pulmonaire  (cœur  droit)  et  de  l’aorte  (cœur  gauche),  respectivement.  De 

la même manière que pour les valves atrioventriculaires, elles vont empêcher le retour du sang dans 
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les ventricules. Chacune de ces valves est constituée de 3 valvules semi-lunaires en forme de croissant. 

Elles sont ancrées à la paroi du tronc aortique et pulmonaire sur un anneau fibreux. Il   n’existe   pas  

d’appareil  sous-valvulaire (muscle papillaires et cordages tendineux). 

Cependant, leur fonctionnement diffère des valves atrioventriculaires. Lorsque les ventricules 

se contractent, la pression augmente et devient supérieure à celle qui règne dans les 2 gros vaisseaux. 

Cela provoque l’ouverture  de  valves  semi-lunaires qui vont se plaquer contre la paroi des vaisseaux et 

laisser passer le sang vidant ainsi le ventricule. Lors de la diastole ventriculaire, la pression diminue 

dans ce dernier attirant ainsi le sang. La structure anatomique  de  la  valve  fait  qu’elle  se  referme pour 

empêcher un retour sanguin dans le ventricule. La pression exercée à ce moment-là sur la valve 

aortique  est  d’environ  80  mmHg  tandis  que  la  pulmonaire  subit  20  mmHg   (Sacks et coll., 2009). A 

noter  l’absence  de  valve  au  niveau  des  veines  caves  et  pulmonaires qui arrivent dans les atriums.  

Comme  décrit  précédemment,  les  valves  du  cœur  gauche  subissent  des  pressions  plus  importantes  

que  celles  du  cœur  droit.  Toutes ces variations de pression et de stress mécaniques (force de friction, 

cisaillement, tension…) conduisent à une adaptation de leur structure pour améliorer leur résistance et 

leur efficacité.  Un problème lors de la fermeture de ces valves va conduire à un retour du sang dans le 

mauvais compartiment. Ce retour, appelé régurgitation, va devenir à long  terme  pathologique  s’il  n’est  

pas pris en charge assez tôt (décrit dans le chapitre 1.3). 

Dans la partie suivante, je vais me focaliser sur la structure et composition des valves 

atrioventriculaire. 

 

 Structure des valves atrioventriculaires 1.2.2.

 L’architecture  de  la  valve  est  très  conservée  chez  tous  les  vertébrés.  L’épaisseur  moyenne  des  

valves  est  d’environ  1  mm avec l’existence d’un gradient entre le bord libre de la valve (plus épais) et 

l’ancrage   sur   l’anneau   fibreux   (moins épais) dû à   l’adaptation aux flux hémodynamiques. Elles 

présentent une structure stratifiée dont la composition est le reflet de leur rôle  d’opposition  aux  forces  

mécaniques. Cela confère à la valve un équilibre nécessaire entre élasticité, rigidité, compressibilité et 

durabilité. Ces capacités sont dues à une composition de la MEC hautement organisée et 

compartimentée. Les valves sont composées de 3 feuillets plus ou moins distincts : Atrialis 

(Ventricularis pour les valves semi-lunaires), Spongiosa et Fibrosa (figure n°6) (Lincoln et coll., 2006) 

x La couche Atrialis : Elle est localisée sur la face atriale de la valve. Sa caractéristique 

principale est son élasticité, car elle subit directement les variations hémodynamiques. Elle est très 

riche en fibres d’élastine  orientées de façon parallèle au gret axe de la valve ainsi que de quelques 

fibres de collagène organisées de façon radicalaire pour contrer les effets du stress mécanique. Ces 

fibres d’élastine lui confèrent une  capacité  d’étirement  et  de  rétractation  à  chaque  cycle  d’ouverture  et  

de fermeture. En comparaison, la structure de cette matrice est proche de celle retrouvée dans les 

cordages tendineux, tendons et ligaments. 
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x La couche Spongiosa : Sa caractéristique est sa capacité de compressibilité. Elle est composée 

principalement de protéoglycanes et de glycoaminoglycanes (GAG) tel que  l’aggrécane,  le  versicane,  

la  ténascine,  le  perlécane  et  l’acide  hyaluronique.  A noter également la présence de collagènes II et XI. 

Ces protéines permettent de résister à des forces compressives lorsque les valves sont fermées, mais 

aussi de maintenir l’intégrité structurelle de la valve à chaque cycle valvulaire. En comparaison, la 

structure de cette matrice est proche de celle retrouvée dans le cartilage. 

x La couche Fibrosa : Elle fait face au ventricule. Sa caractéristique est sa résistance aux forces 

exercées et  sa  rigidité.  Elle  est  composée  d’un  réseau  de  fibres  de  collagène  I très dense dont le rôle est 

de résister aux forces de tension exercées sur les valves fermées. Il y a la présence de quelques 

protéoglycanes tel que la ténascine. La structure de cette matrice est très proche de celle retrouvée 

dans les tendons et les os.  

 

 

 

Figure 6 : Structure stratifiée des valves atrioventriculaires. Représentation   schématique   d’un   feuillet  
valvulaire atrioventriculaire. La couche Atrialis (A) en contact avec le flux sanguin est riche en élastine. La 

Spongiosa (B), juste en dessous, est composée de protéoglycanes et de glycoaminoglycanes. La fibrosa (C) est 

quant à elle composée de fibres de collagène I. Le pourtour de la valve est recouvert de cellules endothéliales de 

valves et les différentes couches sont composées de cellules interstitielles de valves. Adaptation du schéma de 

(Orton et coll., 2012). 
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Les valves ont souvent été considérées comme des structures passives qui se déplaçaient 

uniquement en réponse aux forces hémodynamiques générées par les contractions cardiaques. 

Cependant, il a été montré que les valves atrioventriculaires possédaient des structures nerveuses qui 

se comportent comme des senseurs primaires et autonomes. Les valves sont capables de produire de 

légères contractions durant le cycle cardiaque ce qui permet de faire de léger ajustements influençant 

le   temps   et   l’efficacité   de   fermeture   de   la   valve (Marron et coll., 1996). Ces plexus nerveux sont 

localisés selon un gradient décroissant de la couche atrialis vers la couche fibrosa et sont 2 fois plus 

présents dans la cuspide antérieure par rapport à la cuspide postérieure de la valve mitrale 

(Misfeld et Sievers, 2007). Ces signaux nerveux déclenchent une réponse des cellules interstitielles de 

valves quiescentes ou actives dans des cas pathologiques (décrit dans le paragraphe 1.3). 

Les valves adultes saines sont avasculaires. Les cellules présentes dans les valves reçoivent les 

nutriments et les facteurs de croissance au niveau des couches superficielles via des mécanismes 

d’imbibition où ils seront stockés principalement dans la spongiosa. Néanmoins, l’apparition   de  

vaisseaux est associée à des processus pathologiques modifiant la balance entre les facteurs 

pro-angiogéniques (VEGF) et anti-angiogéniques (Chondromoduline-I) (Soini et coll., 2003). En effet, 

le VEGF est retrouvé uniquement dans la couche endothéliale de la valve alors que la 

Chondromoduline-I est présente dans ses 3 couches. Des souris KO pour la Chondromoduline-I 

montrent une augmentation de la sécrétion du VEGF par les cellules endothéliales de la valve avec une 

angiogenèse importante qui entraine une calcification de la valve aortique (Yoshioka et coll., 2006). 

En  plus  de  ces  2  protéines,  l’endostatine  et  la protéine SPARC ont été identifiées comme facteurs anti-

angiogéniques dans des cas de rétrécissements aortiques (Chalajour et coll., 2004; 

Charest et coll., 2006). 

 

La matrice des valves est un équilibre hautement régulé entre synthèse et dégradation. Cet 

équilibre  nécessite  l’intervention  des cellules de la valve qui permettent la régulation de la matrice. Un 

déséquilibre dans cette régulation est constaté dans la majorité des atteintes valvulaires (décrit dans le 

paragraphe 1.2.4). 

 

 

 Les cellules valvulaires 1.2.3.

Les valves sont des structures cellularisées composées de 2 grandes catégories de cellules qui 

vont avoir des fonctions particulières : les cellules interstitielles de valves (CIV) et les cellules 

endothéliales   (CEV).   Ces   cellules   vont   maintenir   l’intégrité   structurelle   de   la   valve   en adaptant la 

réponse au stress mécanique par la synthèse et/ou la dégradation de la MEC (Taylor et coll., 2003; 

Liu et coll., 2007). 
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x Les cellules interstitielles de valves : Ce sont les cellules majoritaires des valves. Il a été 

identifié 5 sous types cellulaires apparaissant à différents stades du développement. Elles présentent 

des phénotypes particuliers avec des fonctions bien spécifiques, essentielles pour le maintien de 

l’homéostasie  valvulaire (figure n°7). 

 

1) Les cellules progénitrices endothéliales/mésenchymales : Ces cellules sont à   l’origine   de   la  

formation  de  la  valve.  Durant  les  premiers  stades  embryonnaires,  les  cellules  de  l’endocarde  vont  subir 

le  processus  d’EMT. Sous  l’effet  de  facteurs  de  croissance  et  du  stress  mécanique, elles colonisent le 

bourgeon  endocardique.  A  ce  stade,  les  cellules  de  l’endocarde  deviennent  des  cellules  progénitrices  

de valve (Armstrong et Bischoff, 2004). Elles vont commencer à remodeler la matrice extracellulaire 

pour   initier   l’extension  de   la  valve.  L’ensemble  de   ces  processus   est   sous   le   contrôle  de   la voie du 

TGF-ß,  des BMP, du VEGF et de la voie Notch (figure n°4, décrit dans le paragraphe 1.1.2) 

(Noseda et coll., 2004). Ces cellules ont été décrites pour avoir un rôle potentiel dans la 

physiopathologie des valves. Les voies de signalisation de  l’EMT  intervenant  durant  l’embryogenèse 

sur   les   cellules   endothéliales   de   l’endocarde   réapparaissent   lors   d’un   défaut   de réponse à des stress 

mécaniques ou dans des pathologies (Paranya et coll., 2001). Une fois activées, elles se différencient 

en CIV quiescentes (Liu et coll., 2007). 

2) Les CIV quiescentes : Elles sont les plus abondantes de la valve adulte et sont reparties entre 

les 3 feuillets. Leur rôle est de maintenir la structure et les fonctions physiologiques de la valve. Elles 

sont dites quiescentes car une étude réalisée chez le rat montre une activité mitotique faible 

(Willems et coll., 1994). Elles communiquent   entre   elles   à   l’aide   de   jonctions   communicantes  

(connexine  26  et  45)  et  d’adhésions.  L’hypothèse  sous  jacente  est  que  ces  cellules  forment  un  réseau  

tout   le   long   de   la   valve   pour   une   meilleure   régulation   de   l’homéostasie   (Filip et coll., 1986; 

Latif et coll., 2006). L’organisation  de  ces  CIV  entre  les  3  feuillets montre une réponse différente vis-

à-vis  de  l’endothélium  lésé  (Lester et coll., 1993). Une étude a montré que ces cellules jouent un rôle 

dans   le  maintient   de   l’inhibition   de   l’angiogenèse   dans   la   valve.   L’apparition de néo-vaisseaux est 

observée dans des cas pathologiques suite à une levée de l’inhibition de ces cellules au niveau de la 

valve aortique (décrit dans le paragraphe 1.2.2) (Soini et coll., 2003). 

3) Les CIV activées : Dans les valves lésées ou pathologiques, les CIV quiescentes deviennent 

actives suite à différents stimuli. Elles présentent des caractéristiques semblables aux myofibroblastes 

telles que la présence de fibres de stress, l’expression   d’actine   musculaire   lisse   α   (α-SMA) ou la 

capacité à se contracter (Tamura et coll., 2000). La conséquence directe de cette activation est un 

remodelage excessif de matrice (synthèse/dégradation) avec la   sécrétion  d’enzymes   régulatrices   tels 

que les métalloprotéinases ou les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (Durbin et Gotlieb, 

2002). Une fois la valve réparée, les CIV activées meurent par apoptose. Cependant, une dérégulation 

de ce mécanisme couplée à une synthèse excessive de matrice conduit à une fibrose pathologique, une 
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angiogenèse et une calcification de la valve (Jian et coll., 2003).  Ces  cellules   sont   la  cible  d’agents  

thérapeutiques  pour  limiter  l’apparition  d’atteintes  valvulaires. 

4) Les CIV ostéoblastiques : Ce sont des cellules CIV différenciées en ostéoblaste qui conduisent 

à la calcification des valves notamment au niveau des valves aortiques. Elles présentent des 

caractéristiques chondrogéniques et ostéogéniques en exprimant certaines protéines caractéristiques 

telles  que  l’ostéopontine, la phosphatase alcaline ou BMP2 (Mohler et coll., 2001).  

5) Les cellules progénitrices : Lors de lésions endothéliales, le nombre de CIV est augmenté dans 

la valve via   une   prolifération   plus   importante   et   une   diminution   de   l’apoptose. Une partie de ces 

cellules est issue de cellules souches valvulaires provenant de la moelle osseuse ou circulantes ou 

encore de cellules progénitrices résidentes dans les valves (Yoder et coll., 2007). Parmi ces cellules 

endothéliales, on distingue 2 sous-populations : les cellules progénitrices endothéliales et les cellules 

progénitrices dendritiques. Elles sont présentes dans des cas de sténoses aortiques calcifiées 

(Skowasch et coll., 2005). 

 

Figure 7 : Représentation schématique des différents types de cellules interstitielles de valves et leurs 
fonctions. A. Les 5 types de CIV et les liens qui les relient entre elles. B. Les différentes fonctions réalisées par 

les CIV. D’après  (Liu et coll., 2007). 
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x Les cellules endothéliales de valve : les cellules endothéliales valvulaires (CEV) recouvrent 

toute la surface de la valve. Elles expriment un marqueur endothéliale, PECAM (CD31+) et réalisent 

une grande majorité des fonctions de celle que nous connaissons à propos des cellules endothéliales 

vasculaires. Cependant, elles diffèrent par leur profil transcriptionnel en  exprimant  des  gènes  que  l’on  

associe à la chondrogenèse (Butcher et coll., 2006). Du fait de leur localisation, elles subissent en 

premier l’impact du flux sanguin et doivent s’adapter en modulant la réponse des CIV sous jacentes. 

Une autre différence avec les cellules endothéliales vasculaires réside dans leur orientation en réponse 

au stress mécanique. En effet, les cellules endothéliales vasculaires vont  s’orienter  de  façon  parallèle 

au  sens  du  flux  alors  que  les  CEV  vont  s’organiser  de  façon  perpendiculaire   (Butcher et coll., 2004; 

Butcher et Nerem, 2006). 

 

 

 Mécanismes  d’activation  des CIVs 1.2.4.

Le TGF-ß fait partie des facteurs de croissance qui différencient les CIV quiescentes en CIV 

actives  en  augmentant  l’expression  de  protéines  tel  que  α-SMA. Les CIV expriment à leur surface les 

récepteurs au TGF-ß de type I et II activant la voie des protéines Smad puis les facteurs de 

transcriptions associés (Dijke et Hill, 2004). En parallèle à la voie des Smad, la TGF-ß active la voie 

des protéines kinases activée par le mitogène (MAPK) qui régule la prolifération et la migration 

cellulaire ainsi que la sécrétion de cytokine et la régulation de la MEC (Singh et Ramji, 2006). Walter 

et collaborateurs ont  montré  l’importance  du  TGF-ß dans la différenciation des CIV.  Lorsqu’elles  sont  

cultivées en présence de TGF-ß   exogène,   l’expression   de   la   α-SMA est augmentée ainsi que la 

contractilité et le remodelage de la fibronectine (Walker et coll., 2004). La synthèse du TGF-ß est 

régulée par la sérotonine (5-HT). La 5-HT a été associée à des prolapses mitraux avec une 

augmentation de la synthèse de la MEC. 

Les CIV sont présentes dans un environnement 3D qui subit différentes forces mécaniques 

(pressions,   tension   et   cisaillement).   L’activation   des   CIVs   en   réponse   aux   forces   mécaniques est 

dépendante des CEV et de la MEC mais également des forces mécaniques exercées. En effet, en 

fonction du type de force mécanique mais aussi de la  durée   et   du  degré  de   l’étirement, les CIV ne 

répondent pas de la même façon. Les CIV des valves mitrale et aortique, où les contraintes 

mécaniques   sont   les   plus   fortes,   présentent   une   augmentation   de   l’expression   de   l’α-SMA et de la 

quantité de collagène III sécrétée alors   qu’il   n’y   a   pas   de   variation   pour   le   collagène   I 

(Merryman et coll., 2006). En effet, Les premiers tests réalisés ex vivo sur des valves aortiques de 

mouton dans  un  bioréacteur  montrent  qu’il  n’y  a  pas  de  modification  de  la  couche  d’élastine  mais  une  

augmentation du collagène sécrété ainsi que la présence de nombreuses CIV activées 

(Balachandran et coll., 2006). Une partie de la réponse des CIV vis-à-vis du stress mécaniques passe 

par les CEV. Comme elles sont les premières à subir les effets du  stress  mécaniques,  elles  s’organisent 
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de façon perpendiculaire au flux pour limiter son impact et libérer des facteurs tels que le NO ou 

l’endothéline-1  qui  vont  limiter  l’activation  des  CIV (Mebazaa et coll., 1993). Les travaux de Butcher 

ont montré que les CIV de porc en culture soumissent à un stress mécaniques expriment l’α-SMA et la 

vimentine (marqueurs CIV activée) alors que la co-culture avec des CEV diminue drastiquement 

l’expression  de  ces  protéines suggérant un rôle régulateur des CEV en limitant l’activation  des  CIV 

(Butcher et Nerem, 2006). 

 

1.3. Épidémiologie des valvulopathies 

Selon les derniers chiffres de l’INSERM,   les   maladies   cardiovasculaires représentent la 2e 

cause de mortalité en France juste après les cancers (site internet de  l’INSERM). Cette diminution de 

la mortalité est due à une meilleure prise en charge des patients et à la prévention des facteurs 

aggravants tels   que   le   tabagisme,   l’obésité,   la   sédentarité   et   le   stress.   Parmi   les   maladies  

cardiovasculaires,   on   note   l’émergence   des   cardiopathies   valvulaires dont la prévalence est élevée 

dans les pays développés. Les 2 principales atteintes valvulaires sont : 1) la sténose ou le 

rétrécissement qui conduit à une diminution du flux sanguin par un manque  d’ouverture  de  la  valve 

que  l’on  associe principalement à la valve aortique. 2) l’insuffisance  de  la  valve  caractérisée par une 

fuite lors de leur fermeture associée principalement à la valve mitrale. Les valves principalement 

touchées   sont   les   valves   mitrales   et   aortiques   étant   donné   qu’elles   subissent   les plus grandes 

contraintes mécaniques. Les origines de ces valvulopathies sont diverses et variées. Elles peuvent être 

d’origine  dégénératives c’est-à-dire liée au vieillissement, infectieuses (endocardites), inflammatoires 

(rhumatiques), médicamenteuses (le cas « du Médiator® » des laboratoires Servier) ou fonctionnelles. 

La prévalence de ces valvulopathies est estimée à environ 2% de la population. Ce chiffre 

pourrait être sous-estimé du fait du caractère silencieux de la maladie. La sténose aortique a une 

prévalence estimée à 2% chez les personnes de plus de 65 ans et représente la première cause de 

remplacement valvulaire. Au cours du temps, la valve va progressivement se calcifier en étant associée 

à une activation plus importante des cellules ostéoblastiques valvulaires. Le prolapsus mitral affecte 

2,4% de la population et il est reconnu comme un cause importante de mortalité et de morbidité 

(Avierinos et coll., 2002). Il se caractérise par une fermeture  de  la  valve  dans  l’oreillette, au-delà de 

l’anneau  mitral, lors de la systole ventriculaire. Cela a pour conséquence un retour du flux sanguin 

dans  l’atrium  gauche  qui  une  fois, mis en place, va entrainer une insuffisance cardiaque.  

 Les patients sont surveillés et sous traitement préventif lorsque la pathologie est peu évoluée. 

En revanche, dans les stades les plus graves, le seul traitement est la chirurgie réparatrice avec, par 

exemple, la  mise  en  place  d’une bioprothèse (Go et coll., 2014). 

Les cliniciens classent les valvulopathies en fonction de leur étiologie. Elles sont présentes 

dans des cas syndromiques où   elles   sont   associées   à   d’autres   symptômes   et   dans   des   cas   non  
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syndromiques (isolés ou sporadiques) où  le  patient  ne  présente  aucun  autre  symptôme  qu’une  atteinte  

valvulaire. 

 

1.4. Le prolapse valvulaire mitral (PVM) 

 Caractéristique clinique 1.4.1.

Le prolapse mitral est défini par une atteinte du tissu conjonctif de la valve qui empêche son 

fonctionnement normal. Lorsque le PVM est associé à de graves régurgitations, il fait partie des 

principales recommandations de chirurgie valvulaire (réparation ou remplacement).  

L’identification  du  1er cas remonte dans les années 1880 où les patients présentes des murmures 

cardiaques. Cependant, il a fallu attendre les années 1960-70 pour avoir les premières hypothèses 

concernant  ces  murmures.  C’est le Dr Barlow, en 1963, qui a caractérisé en premier le PVM chez des 

patients atteints de murmures cardiaques lors de leurs osculations (Barlow et Pocock, 1963). Ils sont 

dus  à  des  régurgitations  dans  l’atrium  expliquées  par  une  mauvaise  coaptation  des  feuillets  valvulaires. 

Depuis, il a été identifié 2 types de PVM : 

x La maladie de Barlow : Elle est caractérisée par un excès de tissus conjonctif au niveau des 

feuillets valvulaires dû à une infiltration myxoïde (décrite dans le paragraphe 1.4.2). L’infiltration  

myxoïde touche les 3 feuillets de la valve avec des altérations des composants de la MEC (figure n°8). 

Les cordages sont épais et peuvent être fusionnés et/ou calcifiés. Ils sont majoritairement plus allongés 

et  que   très   rarement  rompus.  En  ce  qui  concerne  l’étiologie  de   la  pathologie,  on  ne  connait  que très 

peu de choses. Il existe des cas de formes familiales  mais   la  majorité   d’entre   eux   sont des formes 

sporadiques et sont présentes chez des sujets jeunes (<50 ans) (Hayek et coll., 2005). Ces PVM sont 

accompagnés de dysfonctions ventriculaires et/ou atriales, palpitations, syncopes, fatigue et dyspnées 

(Enriquez-Sarano et coll., 2005).  

x La dégénérescence fibro-élastique : Elle a été identifiée à partir de tissus valvulaires excisés 

après un remplacement de valve et différenciée de la maladie de Barlow (Carpentier et coll., 1980). 

Elle est caractérisée par une déficience en tissu conjonctif avec un défaut de synthèse de matrice 

(collagène, élastine et protéoglycanes). Il en résulte une valve plus fine que la normale néanmoins les 

3 feuillets valvulaires sont conservés (figure n°8). Les cordages sont très fins ce qui entraine leur 

rupture.  La  pathologie  est  identifiée  lorsque  les  cordages  sont  rompus.  En  ce  qui  concerne  l’étiologie  

de la pathologie, il existe des cas de formes familiales mais la majorité d’entre  eux sont des formes 

sporadiques. Elles sont considérée comme une pathologie associée au vieillissement (>50 ans) 

(Fornes et coll., 1999; Anyanwu et Adams, 2007).  

 

Ces 2 types de PVM ne sont pas que des pathologies isolées, elles sont également décrites 

dans différents syndromes (décrit dans le paragraphe 1.4.3) 
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Figure 8 : Photographie de valves pathologiques identifiées dans les PVM. Vue supérieure de la valve 

mitrale  d’un patient atteint de la maladie de Barlow caractérisé par un feuillet valvulaire épais (gauche). Vue 

supérieure de la valve mitrale  d’un  patient  atteint  de  la  dégénérescence fibro-élastique caractérisés par un feuillet 

valvulaire fin (droite) (Anyanwu et Adams, 2007). 

 

 Processus pathologique 1.4.2.

Les atteintes valvulaires décrites ci-dessus se manifestent par un remodelage aberrant de la 

matrice extracellulaire. Dans la plupart des cas, ce remodelage est dû à une activation et une 

différenciation des CIV. Il a été caractérisé 2 types de remodelages pathologiques de la MEC 

(figure n°9) : 

x La dégénérescence myxoïde : Elle  est  caractérisée  par  une  fragmentation  des  fibres  d’élastine  

de  l’Atrialis,  une  synthèse  excessive  de  protéoglycanes  de  la  spongiosa  et  une  dégradation  des  fibres  

de collagène de la fibrosa. Ce remodelage est accentué par une sécrétion importante des 

métalloprotéinases (MMP-2 et 9) et des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMP). Ces 

protéines de la matrice et leurs régulateurs sont secrétés par les CIV activées lors du processus 

pathologique. Cela entraine une diminution de la rigidité de la valve et, par conséquent, de la résistante 

au stress mécanique. Les valves « prolabent » progressivement dans   l’oreillette   entrainant   des  

régurgitations. On note également un allongement des cordages tendineux qui luttent pour contrer le 

flux sanguin et limiter la ballonisation des valves. Ce processus est majoritairement présent dans les 

prolapsus de la valve mitrale et surtout dans la maladie de Barlow (décrit dans le chapitre 1.4) 

(Grande-Allen et coll., 2003; Aupperle et coll., 2009). 

 

x La dégénérescence fibro-élastique : Elle diffère de la dégénérescence myxoïde par un 

remodelage   différent   de   la   matrice.   Les   fibres   d’élastine   de   l’Atrialis   sont   fragmentées,   les  

protéoglycanes de la spongiosa sont dégradées et les fibres de collagène sont accumulées dans la 
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fibrosa. Les CIV majoritairement présentes sont les cellules ostéoblastiques ce qui entrainent une 

calcification de la valve. La conséquence directe est une augmentation de la rigidité de la valve 

limitant ses mouvements et empêchant sa fermeture. Ce processus est retrouvé dans les sténoses 

aortiques (Kim et coll., 2008). 

 

A   ces   différents   processus   s’ajoute   une   dégradation   des   CEV   qui   facilite l’infiltration des 

macrophages,   lymphocytes   et   plaquettes.   Cette   infiltration   peut   participer   à   l’activation   et   à   la  

différenciation des CIV quiescentes en CIV activées ou en CIV ostéoblastiques. Les voies de 

signalisation  impliquées  dans  ces  différents  processus  ne  sont  pas  encore  clairement  identifiées.  L’une  

des  hypothèses  est   l’implication  de   la  sérotonine  libérée  par  les  plaquettes  après  une   lésion  de  CEV  

pouvant déclencher la différenciation des CIV (hypothèse développée dans la Discussion) 

(Walker et coll., 2004) 

 

  
Figure 9 : Représentation schématique des différents processus pathologiques. A. La valve normale composée de 

ces 3 feuillets avec ces différents composants. B. La valve myxoïde présente une fragmentation des fibres 

d’élastine, une accumulation de protéoglycanes et une dégradation du collagène. C. La valve fibro-élastique est 

caractérisée   par   la   dégradation   de   l’élastine   et   des   protéoglycanes   et   une   accumulation   de   collagène.  D’après  

(Orton et coll., 2012). 
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 Les valvulopathies syndromiques 1.4.3.

Dans les formes syndromiques,   les   atteintes   valvulaires   sont   associées   à   d’autres signes 

cliniques ou symptômes. Elles ne sont pas l’unique  cause mais peuvent en être une conséquence. La 

majorité des syndromes affecte des protéines de la matrice extracellulaire. Voici une liste non 

exhaustive des principaux syndromes où une valvulopathie est présente : 

x Le syndrome de Marfan: c’est   une  maladie   autosomique   dominante   du   tissu   conjonctif   qui  

affecte   principalement   le   squelette,   l’œil   et   le   système   cardiovasculaire   à   des   degrés divers. Cette 

pathologie est due à une mutation du gène de la fibrilline-1 sur le chromosome 15. La fibrilline est une 

protéine de la MEC qui va permettre aux intégrines  de  s’y  lier  lors  des  processus  de  migration.  La  voie  

du TGF-ß est impliquée dans le développement de cette pathologie puisque la fibrilline permet de  

séquestrer le TGF-ß dans la matrice. Au niveau  du  cœur,  le  symptôme prépondérant est un prolapse de 

la valve mitrale dû à un excèdent de tissu valvulaire ainsi  qu’une  déchirement  de  l’aorte. Ce prolapse 

est présent dans plus de la moitie des cas (Dietz et coll., 1991). 

x Le   syndrome   d’Ehler-Danlos de type IV : Ce syndrome, dit vasculaire, est une maladie 

génétique touchant le gène de la chaine  α  du  collagène  de type 3. Cette mutation entraine une faiblesse 

du tissu conjonctif avec une fragilité très importante au niveau des vaisseaux. Du point de vue 

cardiaque, le symptôme dominant est une dissection aortique. Le prolapse de la valve mitrale est 

moins fréquent (Superti-Furga et coll., 1988). 

x Le syndrome de Loeys-Dietz :  Proche  du   syndrome  d’Ehler-Danlos, le syndrome de Loeys-

Dietz est caractérisé par des mutations au niveau des récepteurs au TGFß 1 et 2. La voie du TGFß est 

importante  lors  de  l’embryogenèse  ce  qui  conduit  à  une  atteinte  valvulaire (Loeys et coll., 2006). 

x Le syndrome de Noonan : C’est  une  maladie héréditaire touchant le gène PTP-N11. Ce gène 

code pour une protéine tyrosine phosphatase (PTP) qui participe à la régulation de nombreuses voies 

de signalisation intracellulaires notamment celles impliquées lors de la valvulogenèse. Ces patients 

présentent une cardiopathie congénitale associée à des retards de croissance. Ils présentent également 

un prolapse de la valve mitrale dû à un excèdent tissulaire (Toshiyuki Arakia et coll., 2009). Ce 

syndrome est classé dans les « Rasopathies » affectant les protéines de la famille Ras (décrit dans la 

partie 3.1) 

 

 Les valvulopathies non syndromiques  1.4.4.

Contrairement aux valvulopathies syndromiques, il y a très peu de choses connues concernant 

l’étiologie des valvulopathies non syndromiques. L’efficacité du diagnostic et de la prise en charge des 

patients permet l’amélioration de leurs conditions de vie. Les études familiales à partir de ces patients 

ont  permis  de  mettre  en  évidence  la  possibilité  d’un  caractère  héréditaire.  Cette suspicion du caractère 

héréditaire des valvulopathies est confortée par la présence de la pathologie chez des sujets jeunes 

remettant   en   cause   l’hypothèse   selon   laquelle   ces   valvulopathies   seraient   dues   au   vieillissement 
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(Grau et coll., 2007). Les avancées technologiques au niveau de la génétique ont  permis  d’identifier  

des locus, voire des gènes potentiellement impliqués. Dans le cas de la sténose aortique, les gènes 

NOTCH1 et ACTA2 ont été identifiés (Garg et coll., 2005; Garg, 2006).  

Pour le prolapsus de la valve mitrale, l’idée  d’une  transmission  héréditaire a été suggérée en 

1999   par   l’équipe   de   Towbin   (Towbin, 1999). Depuis cette hypothèse, il a été identifié 3 locus 

localisés en 11p15.4, 13q31-32 et 16p11-13 mais aucun gène associé (Disse et coll., 1999; 

Freed et coll., 2003; Nesta et coll., 2005). C’est  dans  cette  optique  que  notre  équipe  s’est  intéressée à 

l’origine   génétique   du prolapse mitral. En 2007, nous avons identifié le premier gène responsable 

d’une  dystrophie  valvulaire  non  syndromique.  Il  s’agit  du  gène  FLNA localisé sur le chromosome X 

(Kyndt et coll., 2007). Grâce aux avancées technologiques et au recrutement de patients, nous avons 

identifié  d’autres  gènes  potentiellement  impliqués  dont  le  gène  ARHGAP24 que j’ai  étudié  (décrit  dans  

la partie Résultat-Projet 2). 

 

1.5. La dystrophie valvulaire liée aux mutations de la FLNa 

Au  CHU   de   Nantes,   l’équipe   de cardiologie s’est   intéressée   au   cas   d’un   patient   de   17   ans  

présentant une dystrophie valvulaire. Une étude de ses antécédents familiaux a permis de mettre en 

évidence un cousin présentant le même phénotype. Les premières analyses génétiques ont été réalisées 

sur   une   grande   famille   française   d’environ   300   individus.   Parmi   ces  membres,   10   hommes   sur   44  

présentent un prolapse mitral progressif avec la présence de régurgitations   aortiques   pour   4   d’entre  

eux. En revanche, pour les femmes, seulement 10 sont atteintes.   L’une   des   caractéristiques   de   ces  

patients était la présence d’une hémophilie modérée de type A. Cette hémophilie a permis de réaliser 

une analyse de liaison pour localiser  l’intervalle chromosomique impliqué. Cet intervalle est localisé 

sur le chromosome X en position q28 (Kyndt et coll., 1998; Trochu et coll., 2000). Il y a également 3 

autres familles qui présentent les mêmes caractéristiques pathologiques pour lesquelles on a retrouvées 

d’autres mutations dans la même région. Cette région correspond au gène FLNA, codant pour la 

Filamine A.  

Les données échographiques de ces patients recueillies au CHU de Nantes ont montré une 

diminution   de   la   distance   entre   l’anneau   mitral   et   les   muscles   papillaires,   un   épaississement   des  

cordages   tendineux   et   des   feuillets   valvulaires   ainsi   qu’un   élargissement   de   l’anneau  mitral   (figure  

n°10a et b). Ce phénotype est moins sévère chez les femmes que chez les hommes. Ceci est surement 

dû à la présence de 2 chromosomes X chez les femmes. 

Le séquençage du gène FLNA de ces familles atteintes de dystrophie valvulaire a permis de 

mettre en évidence 4 mutations (G288R, P637Q, V711, H743P) et une délétion de 182 acides animés 

(figure n°10c).   Il   faut   noter   également   que   d’autres   mutations   de   ce   gène   sont associées à des 

pathologies du développement (décrit dans le paragraphe 2.4) (Kyndt et coll., 2007). Ce gène code 

pour la protéine Filamine A (décrit dans le paragraphe 2). 
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Figure 10 : La dystrophie valvulaire liée aux mutations de la FLNa. A. Échographie  d’un  patient  contrôle  à  

gauche  et  d’un  patient  muté  en  P637Q  pour  les 2 autres. On distingue sur celle du milieu un épaississement du 

bord libre de la valve comparé au contrôle. Sur celle de droite, on note la fermeture des valves derrière la limite 

de  l’anneau  mitrale.  B.  représentation  schématique  des  phénotypes  valvulaires de patient contrôle et porteur de la 

mutation (homme et femme). C. Représentation schématique de la structure monomérique de la FLNa (décrite 

plus en détails dans la partie 2.1).  Les 4 mutations et la délétion (en rouge) sont localisées sur les 8 premiers 

domaines.  
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2. La Filamine A (FLNa) 

La Filamine a été identifiée de façon fortuite par Stossel et son équipe en 1975 pendant leurs 

travaux sur les canaux calciques présents dans les macrophages de poulet. Elle est identifiée, dans un 

premier temps, lors de la précipitation de l’actine F et nommée Filamine (FLN) en référence à sa 

forme filamenteuse (Stossel et Hartwig, 1975). Elle est présente dans de nombreuses autres cellules 

ainsi que dans de nombreux organismes tel que la drosophile où elle reste très conservée 

(Stossel et coll., 2001). La filamine fait partie de la famille des protéines de liaison au cytosquelette 

d’actine  (« Actin binding protein ») dont le rôle est de former et de maintenir le  cytosquelette  d’actine. 

Dans la même famille, on retrouve l’α-actinine, la spéctrine ou la dystrophine. Son autre rôle est de 

réguler de façon dynamique la morphologie cellulaire et la locomotion en réponse à un stimulus 

externe   par   l’interaction   avec   de   nombreuses   protéines   intracellulaires (Cunningham et coll., 1992; 

Marti et coll., 1997). En raison de ses diverses fonctions chez   l’homme,  une  mutation  délétère  peut  

entrainer une variété de malformations au   niveau   des   os,   du   cerveau   et   du   cœur (décrite dans le 

chapitre 2.4). Depuis cette découverte, il a été identifié 3 isoformes de la filamine (FLNa, b et c). 

 

2.1. Structure de la protéine 

 Gènes et isoformes 2.1.1.

La famille des filamines est complexe du fait de la taille des gènes et de la mise en place de 

différents  mécanismes  d’épissages.  Chez  l’homme, 3 gènes codant pour les 3 isoformes de la FLN ont 

été identifiés sur des régions différentes du génome. Le gène FLNA est localisé sur le chromosome X 

en position q28 tandis que les gènes FLNB et FLNC sont sur les chromosomes 3p14 et 7q32, 

respectivement. Ces 3 gènes sont très conservés ce qui conféré une homologie de séquence  d’environ  

70% au niveau des acides-aminés pour les protéines synthétisées. La différence entre ces protéines 

réside au niveau de séquences charnières (description ci-dessous)  où  l’homologie  de  séquence  atteint  

seulement les 45% entre les 3 isoformes (van der Flier et Sonnenberg, 2001).  En  revanche,  il  n’a  pas  

été mis en évidence de relation  entre  l’organisation  génomique  intron-exon et la structure en domaine 

répété de la protéine. La présence de nombreux ARNm due  à  un  phénomène  d’épissage  alternatif  très  

important induit une grande diversité dans cette famille. La majorité des ARNm possède toujours le 

domaine  de   liaison  à   l’actine,  mais   la  partie  qui   interagit  avec  ses  nombreux  partenaires   est plus ou 

moins tronquée. Cependant, ces formes tronquées jouent un rôle important dans le développement 

puisque des formes de la FLNb où la séquence charnière 1 est absente, sont indispensables pour la 

formation des tissus musculaires (van der Flier et coll., 2002; Pentikäinen et coll., 2011). L’expression  

de ces variants diffère selon le type de tissu et surtout la localisation cellulaire (Stossel et coll., 2001). 
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 Structure Générale 2.1.2.

Les filamines sont des protéines de 2647 acides-aminés   (≈280 kDa) qui   s’associent 

principalement en homodimère (décrit dans le paragraphe 2.2) (Gorlin et coll., 1990a). La structure est 

très conservée entre ces membres malgré les 30% de différences entres les séquences. Des images de 

microscopie électronique de FLNa isolée ont montré  qu’elle  présente  une  forme  allongée  en  forme  de  

« V »  donnant  ainsi  une  structure  flexible  d’environ  160  nm (figure n°11).   

 

 

Figure 11 : Structure de la FLNa. A. Représentation schématique de la FLNa sous forme dimérique avec ces 3 

régions : le domaine  de   liaison  à   l’actine (en vert) suivi des 24 domaines répétés (en bleu) et des 2 séquences 

charnières  (en  rouge).  B.  Images  de  microscopies  électroniques  de  la  FLNa.  D’après  (Stossel et coll., 2001). 

 

La structure de la FLNa comporte 3 grands domaines : 

x Le  domaine  de  liaison  au  cytosquelette  d’actine (ABD) : Situé dans la partie N-terminale, ce 

domaine permet de lier le cytosquelette  d’actine F. C’est  l’une  de  ces principales fonctions. La liaison 

de la FLNa sur les fibres   d’actine   corticale permet de les organiser en un réseau orthogonal 

dynamique. Une délétion de ce domaine diminue la capacité de réticulation de   l’actine   soluble 

(Nakamura et coll., 2005).  Les  2  domaines  de  liaisons  au  cytosquelette  d’actine  des  homodimères de 

FLNa déterminent la capacité à fixer   2   fibres   d’actine  F. Il est structuré de la même façon que les 

autres protéines de liaison   au   cytosquelette   d’actine. La base du domaine repose sur 2 domaines 

d’homologie   à   la   calponine   (CH1-CH2). Chaque domaine contient 110 résidus structurés en 4 

hélices α.  Une   région  d’une  dizaine  d’acides-aminés dans le domaine hydrophobe du domaine CH1 

permet  l’interaction  avec  l’actine  F (Lebart et coll., 1994). Un second site de liaison au cytosquelette 
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d’actine  est composé des domaines répétés 9 à 15.  Ce  site,  d’une  affinité  moindre que le domaine en 

N-terminal,   participe   à   la   stabilisation  des   fibres  d’actine lors du stress mécanique (van der Flier et 

Sonnenberg, 2001). 

 

Figure 12 : Représentation  schématique  de  l’interaction  entre  la  FLNa  et  l’Actine  F. Les dimères de FLNa 

(bleu) organisent le  réseau  d’actine (orange) en interagissant, en premier, avec le domaine de ABD puis avec les 

domaines 9 à 15. D’après  (Zhou et coll., 2010). 

 

x Les domaines répétés: Ces domaines, au nombre de 24, forment le corps de la protéine selon 3 

grandes parties : la partie 1 composée des domaines 1 à 15, la partie 2 composée des domaines 16 à 23 

et la dernière partie composée du 24e domaine. Ces 3 parties sont reliées entre elles par 2 séquences 

charnières (figure n°11). Chaque partie de la protéine à une fonction spécifique. 

 Chaque domaine répété est  constitué  d’environ  96  résidus  sous  forme  de  feuillets  ß  qui  sont  

reliés  entre  eux  par  de  courtes   séquences  d’acides  aminés.  Ces   feuillets  ont  une  structure  proche  de  

celles des immunoglobulines. Les domaines répétés de la FLNa ont été classés en fonction de leur 

alignement de séquence (Ithychanda et coll., 2009). 

Comme décrit précédemment, les domaines 1 à 15 participent à la fixation  du cytosquelette 

d’actine  F.  En  effet,  les  domaines  1  à  8  vont  donner  une  certaine  flexibilité  à  la  FLNa  qui  peut aligner 

correctement les domaines 9-15  sur  l’actine  F.  Ce 2e site de fixation permet  d’augmenter  l’adhésion  au 

cytosquelette   d’actine et de le maintenir lors de stress mécaniques (Nakamura et coll., 2007). Les 

domaines répétés 16 à 24 n’interagissent pas avec   le   réseau  d’actine,  mais  permettent,  en   revanche,  
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l’interaction  avec  de  nombreuses  protéines  partenaires (figure n°12). Le fait que ce domaine soit libre 

permet  d’expliquer  pourquoi  la  majorité  des protéines identifiées pour interagir avec la FLNa le font 

dans cette région. La présence de séquence charnière entre les domaines (15-16 et 23-24) augmente la 

flexibilité de la FLNa. La séquence charnière 1 joue un rôle important dans la régulation au stress 

mécanique en maintenant les   propriétés   viscoélastiques   du   réseau   d’actine   alors que la séquence 

charnière 2 intervient dans la dimérisation de la protéine (Gardel et coll., 2006).  Ces régions 

charnières sont sensibles à la calpaïne, une protéase qui clive la FLNa en différents fragments. Le 

clivage par la calpaïne peut-être diminué par la phosphorylation des sérines/thréonines présentes 

autour des sites charnières notamment la sérine 2152. Ceci suggère un mécanisme de régulation de la 

FLNa pour contrôler son activité (Stossel et coll., 2001). 

 

x Le site de dimérisation : Le 24e domaine  répété,  situé  à  l’extrémité  C-terminale, constitue la 3e 

partie de la FLNa. Ce domaine permet la dimérisation de la FLNa via des liaisons non covalentes qui 

s’organisent de façon parallèles. Cela augmente ainsi son avidité pour les fibres d’actine qui permet 

une organisation structurée du réseau  d’actine  de  façon  à  le  stabiliser soit en forme de T, de X ou de L. 

Le 24e domaine suffit à lui seul à la dimérisation de la FLNa mais la séquence charnière 2 permet 

d’augmenter   l’efficacité   de   dimérisation   (Himmel et coll., 2003). Chaque monomère de FLNa est 

capable de lier  une  fibre  d’actine  différente.  L’association  en  dimère de la FLNa augmente l’affinité  

pour  les  fibres  d’actine  grâce à un alignement optimal des 24e domaines. La constante de dissociation 

est  de  l’ordre  du  µM  (environ  2,5 µM) et correspond, en moyenne, à la concentration cellulaire de la 

FLNa. Une   mutation   d’un   acide   aminé dans le 24e domaine (M2669D) augmente la constante de 

dissociation de 3 mM en  modifiant  l’interaction  entre  ces  domaines. L’équilibre  monomère/dimère  de  

FLNa  est  important  pour  la  régulation  de  son  activité.  En  effet,  lors  de  l’activation  des  plaquettes,  la  

FLNa est clivée par la calpaïne au niveau de la séquence charnière 2 ce qui augmente la constante de 

dissociation. Les plaquettes peuvent ainsi passer la barrière endothéliale en déstructurant le 

cytosquelette   d’actine.   Ce   mécanisme   déplace   l’équilibre   monomère/dimère   et   modifie   ainsi   les  

fonctions de la FLNa (Pudas et coll., 2005). La constante de dissociation est également dépendante de 

l’interaction  avec  d’autres protéines. Les protéines interagissant avec la FLNa modifient l’équilibre  en  

faveur  d’un  maintien de la forme de dimère. Des travaux de Hartwig réalisé en 1981 ont montré que 

l’efficacité   de   dimérisation est dépendante de la présence de tous les domaines répétés et pas 

uniquement du 24e domaine (Hartwig et Stossel, 1981). 
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2.2. Localisation de la FLNa 

 Localisation tissulaire 2.2.1.

Au niveau tissulaire, les FLNa et FLNb sont exprimées de façon ubiquitaire. La FLNc, quant à 

elle, est exprimée majoritairement dans les muscles squelettique   et   cardiaque.  L’équipe   de  Norris   a  

identifié   la   localisation   de   la   FLNa   lors   de   l’embryogenèse   cardiaque   chez   la   souris 

(Norris et coll., 2010). À 9 jours ½ de gestation, la FLNa est exprimée majoritairement dans 

l’endocarde   et   dans   le  mésenchyme   du  CAV et de   l’OFT. La FLNa est ensuite retrouvée dans les 

coussins endocardiaques qui vont donner naissance aux valves. Au 17e jour de gestation, la FLNa est 

exprimée dans tous les feuillets valvulaires. Elle est majoritaire dans les feuillets les plus en contact 

avec le stress mécanique (couche Atrialis des valves AV et ventricularis des valves SL). Après la 

naissance,   l’expression   de   la   FLNa   est   hétérogène   au niveau cardiaque puisqu’elle est absente des 

muscles papillaires et des cardiomyocytes où l’on retrouve la FLNc.  

Le fait  d’une  expression  commune  des différentes isoformes de la FLNa dans certains types 

cellulaires suppose  une  possibilité  d’hétèrerodimèrisation.  L’hétèrodimère  de  FLNa  et  FLNb  dans  les  

neurones jouent un rôle important lors la formation du cortex et de la migration des neurones 

(Sheen et coll., 2002).  L’hétèrerodimèrisation  de  la  FLNa  avec  la  FLNc  existe  durant  l’embryogenèse  

surtout lors de la formation des myotubes. Les 2 formes sont colocalisées au niveau des stries Z 

jusqu’au  remplacement  graduel  de  la  FLNa  par  la  FLNc (Himmel et coll., 2003). 

 

 Localisation cellulaire 2.2.2.

La FLNa est localisée le long des   fibres   de   stress   d’actine  F,   sur   l’actine   corticale   (support  

mécanique de la membrane plasmique) et sur le front de migration (Nakamura et coll., 2011). 

En ce qui concerne les fibres de stress et les adhésions, la FLNa est recrutée lors de 

l’engagement   des   intégrines   durant   la   phase   précoce   d’adhésion   ou   lors   d’un   stress   appliqué  

(Glogauer et coll., 1998; Calderwood et coll., 2001). La localisation de la FLNa au niveau des 

adhésions focales permet de les maintenir fonctionnelles et de les stabiliser  lors  d’un  stress  mécanique 

(Lynch et coll., 2011). Elle est également présente au niveau des protrusions membranaires durant la 

migration.   Lors   de   l’étalement   membranaire,   la   FLNa   est   présente   au   niveau   des   filopodes   et   des  

lamellipodes. De nombreux travaux ont montré  qu’un  KO  de  la  FLNa  diminue le  nombre  d’extensions  

membranaires (Kim et coll., 2010a). La FLNa fragmentée par la calpaïne est présente au niveau du 

noyau et de son enveloppe pour  réguler  l’activité  transcriptionnelle  de  certains  gènes  en  retenant  ou  en  

accumulant des facteurs de transcription dans le noyau ou dans le cytoplasme (Zhou et coll., 2010) 

En ce qui concerne la FLNc, elle est localisée majoritairement au niveau des stries Z des fibres 

sarcomériques des muscles squelettiques,   au  croisement  des  fibres   fines  d’actine  et  dans   les  disques  

intercalaires (van der Ven et coll., 2000).  
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2.3. Fonctions biologiques de la FLNa 

Comme décrit dans la partie 2.1, la structure de la FLNa est composée 2 parties qui lui 

confèrent ses fonctions : la 1ere fonction est  d’organiser  le  réseau  d’actine (domaine 1) et la 2e fonction 

est de participer à la régulation de nombreux processus cellulaires (domaine 2) en interagissant avec 

de nombreux partenaires. 

 

 Organisation  du  cytosquelette  d’actine  2.3.1.

Le  premier  rôle  identifié  de  la  FLNa  est  sa  capacité  à  organiser  le  cytosquelette  d’actine  à l’aide de son 

domaine de liaison. La  constante  d’affinité  de  la  FLNa  pour  l’actine  est  de  l’ordre  du  µM  et  elle est 

capable  de  se  lier  avec  8  à  12  filaments  d’actine  (Gorlin et coll., 1990b). Cependant, il a été démontré 

qu’il  suffit d’un  seul dimère  de  FLNa  pour  une  fibre  d’actine  pour  obtenir  une  réticulation du réseau 

d’actine (Ito et coll., 1992). La   structure   du   réseau   d’actine   est   dépendante   d’un   équilibre   entre   la 

quantité de FLNa et   d’actine   présente dans la cellule. En effet, un ratio FLNa/Actine de 1 : 10-50 

permet   d’organiser   le   réseau   d’actine   de   façon   parallèle   alors   qu’un   ratio 1 : 150-740 permet de 

l’organiser   de   façon   orthogonale.   Pour   avoir   une   structuration   optimale   de   l’actine,   le   ratio 

FLNa/Actine doit être maintenu entre 1 : 80 et 1 : 140. Lors de la stabilisation du réseau orthogonal 

d’actine,  les  FLNa  sont localisés au niveau des intersections conférant ainsi une certaine flexibilité et 

en même temps une certaine résistance au cytosquelette (Brotschi et coll., 1978).  

La  FLNa  fixe   les   fibres  d’actine   robustes  pour  renforcer   les  structures  naissantes   (filopodes, 

lamellipodes). Elle est localisée principalement dans les lamellipodes où il y a une forte concentration 

d’actine  ainsi  qu’au  niveau  des  fibres  de  stress. En effet, au niveau du front de migration, la FLNa est 

présente aux jonctions  des  fibres  d’actine  en forme de X, Y et T. Ce sont des zones de remodelage 

rapide où   le   cytosquelette  d’actine   est   en  perpétuelle restructuration. Cela est expliqué par la faible 

concentration de FLNa qui le structure moins. En revanche, au niveau des fibres de stress, la FLNa est 

en grande concentration pour maintenir et renforcer le cytosquelette (La Flanagan et coll., 2001). La 

FLNa est à opposer à la   protéine   Arp2/3,   une   autre   protéine   de   liaison   à   l’actine,   qui fixe 

préférentiellement les fins filaments. Par exemple, lors de la migration des cellules neuronales, Arp2/3 

initie les nouveaux branchements   du   réseau   d’actine   au niveau du front de migration. Alors que la 

FLNa est située juste en amont pour renforcer ces nouveaux branchements 

(La Flanagan et coll., 2001).  

Certains  mécanismes  permettent  de  réguler  la   fixation  de   la  FLNA  sur   l’actine.  En  effet,  La 

fixation   de   la   FLNa   sur   l’actine   est dépendante de la présence du complexe Calmoduline/Ca2+. 

L’association  Ca2+/calmoduline entre  en  compétition  avec  la  FLNa  pour  lier  l’actine  et  conduit ainsi à 

la dissociation du couple FLNa/actine (Feng et Walsh, 2004; Nakamura et coll., 2005). La protéine 

PAK1, effecteur de Rac permet la phosphorylation de la FLNa sur la serine 2152 qui la protège de la 

calpaïne donc de la dégradation renforçant les lamellipodes (Vadlamudi et coll., 2002). 
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La FLNa est recrutée par différentes protéines au niveau des   filaments   d’actine   pour   les  

structurer. Par exemple, la protéine RalA, un effecteur de la protéine Cdc42 recrute la FLNa au niveau 

de filopodes pour les stabiliser durant leurs formations (Ohta et coll., 1999).   A   cela   s’ajoute  

l’interaction  de   la  FLNa  avec   les  effecteurs  de  petites  protéines  G   tels  que  ROCK,  Trio  ou  FilGAP  

impliquées dans la régulation de l’activité   du   cytosquelette   d’actine   (Bellanger et coll., 2000; 

Ohta et coll., 2006).  

A noter que la FLNa est capable de lier également la vimentine, composant majeur des 

filaments intermédiaires. Cette interaction permet la phosphorylation de la vimentine par la PKC 

(protéine interagissant avec la FLNa) qui rompt les filaments intermédiaires  et  permet  l’extension  du  

lamellipodes (Nakamura et coll., 2005).  

 

 Mécanotransduction 2.3.2.

Durant  l’application  de  forces  mécaniques,  la  cellule  réorganise  le  cytosquelette  d’actine  pour  

maintenir  l’intégrité  de  la  membrane  plasmique  et  adapter  l’interaction  avec  la  MEC  en  renforçant  les  

point   focaux   d’adhésion   (Yamazaki et coll., 2002). En modifiant les cascades de signalisation en 

réponse à un stress mécanique,   la  cellule  va  s’adapter et  c’est  ce  que   l’on  nomme   le  phénomène  de  

mécanoprotection.  En  interagissant  et  en  structurant  les  fibres  d’actine,  la  FLNa  est  considérée comme 

un mécanosenseur. En réponse aux forces mécaniques ressenties, elle stabilise le cytosquelette 

d’actine   en   le   structurant de façon optimale et en régulant les cascades de signalisation associées 

(Stossel et coll., 2001).  

Les domaines répétés de la FLNa modifient leurs alignements sous   l’effet   d’un   stress  

mécanique pour permettre une réponse adaptée de la cellule. Lors de faibles contraintes mécaniques, la 

FLNa transduit le signal grâce à des changements de conformation  modifiant   l’interaction   avec   ses 

protéines partenaires. Ces changements exposent de nouveaux sites d’interactions   pour   d’autres  

protéines (Razinia et coll., 2012). Par exemple, sous   l’effet   d’un   stress   mécanique,   la   FLNa est 

relocalisée  dans  la  cellule  au  niveau  de  la  membrane  pour  renforcer  les  points  focaux  d’adhésions. Ces 

points focaux maintiennent le lien entre la MEC et  le  cytosquelette  d’actine et stabilisent la membrane 

plasmique (Glogauer et coll., 1998). Un des éléments clés de la chaine de mécanotransduction est la 

protéine intégrine. Elles font le lien entre la MEC et la cellule et sont décrites pour interagir avec la 

FLNa dans la partie C-terminale de la protéine (domaine 21) (Loo et coll., 1998). Lorsque des forces 

mécaniques sont appliquées sur les intégrines, le recrutement de la FLNa est augmenté pour stabiliser 

le   cytosquelette   d’actine et empêcher la dislocation des points focaux (Kainulainen et coll., 2002). 

Cette stabilisation passe par la protéine FilGAP. Elle est décrite pour interagir avec la FLNa dans la 

partie C-terminale. Lorsque la cellule ne subit pas de contraintes mécaniques, FilGAP est liée à la 

FLNa.  Lors  d’un  stress  mécanique, la FLNa libère FilGAP  démasquant  les  sites  d’interactions  pour  les  
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intégrines qui vont stabiliser la cellule. FilGAP diminue l’activité  de  Rac  pour   limiter   les  processus  

d’étalement cellulaire (figure n°13) (Ehrlicher et coll., 2011a). 

 

 

Figure 13 : Représentation   schématique   de   l’effet   du   stress   mécanique   sur   le   cytosquelette   d’actine. 
A l’état  de  base,  la  FLNa  (gris)  est  lie  à  l’actine  (rouge)  tout  en  piégeant  FilGAP  (vert).  Lors  d’une  de  formation,  

le   cytosquelette   d’actine   s’étire entrainant avec lui la FLNa qui libère FilGAP. Cela va démasquer des sites 

d’interaction  pour  les  intégrines qui vont renforcer les  points  d’ancrages.  D’après  (Ehrlicher et coll., 2011b). 

 

L’application   de   forces   mécaniques   induit la régulation de l’activité   de   certains   gènes  

(Wang et coll., 2009). La FLNa interagit avec la protéine refilin au niveau du domaine répété 21 pour 

former et stabiliser les fibres parallèles d’actine   périnucléaire   reliant le noyau à la membrane 

plasmique (Gay et coll., 2011). L’actine   périnucléaire et membrane nucléaire transmettent les 

variations de forces exercées sur la cellule au noyau pour réguler la transcription de certains gènes et 

ainsi adapté sa réponse (Luxton et coll., 2010). La FLNa participe également à la mécanoprotection en 

limitant   l’apoptose   cellulaire   et   en favorisant la formation et la maturation de la MEC 

(Shifrin et coll., 2012; Pinto et coll., 2014).  

 

 Voies de signalisation et mécanismes 2.3.3.

Le domaine 2 de la FLNa interagit avec diverses protéines pour réguler différentes de voies de 

signalisation. A ce jour, une soixantaine de partenaires ont été identifiés pour interagir avec la FLNa. 

Elle est considérée comme une protéine « d’échafaudage » (Scaffold Protein) car elle contrôle 

spatialement et temporellement ses différents partenaires. La majorité des protéines interagit au niveau 

des domaines 16 à 24 de la partie C-terminale (figure n°11 et 14). Ces protéines sont des récepteurs 

transmembranaires (Intégrines), des protéines G monomériques avec leurs régulateurs et leurs 
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effecteurs, des facteurs de transcription et des protéines impliquées dans la mécanotransduction. 

L’interaction   est   dépendante   de   l’état   de   phosphorylation   de   la   FLNa   et de ces partenaires, des 

processus de protéolyse notamment via la calpaïne, du stress mécanique exercé et de la compétition 

entre ces différents partenaires (Nakamura et coll., 2011).  

La majeure partie des partenaires de la FLNa interagit entre les 16e et 24e domaines de la 

FLNa. Cependant, quelques protéines ont été identifiées pour interagir dans les premiers domaines 

répétés. Les quelques protéines décrites sont des protéines impliqués dans la régulation du 

cytosquelette (calmoduline, vimentine) et dans la réponse au stress mécanique (R-ras, PKC) 

(figure n°11 et 14).  

 

Figure 14 : Structure monomérique de la FLNa et son interaction avec certains partenaires. Les protéines 

interagissant avec la FLNa sont localisées majoritairement dans la partie C-terminale. Parmi ces protéines, on 

trouve les protéines G monomériques et leurs régulateurs (Bleu), les protéines régulant le cytosquelette (Rouge), 

les protéines régulatrices de la FLNa (Noir) et les facteurs de transcription (Vert). Les étoiles rouges et le crochet 

représentent la localisation des mutations de la FLNa. 

 

Son interaction avec ses partenaires lui permet de réguler de nombreux processus cellulaires : 

x La stabilité membranaire : La FLNa participe au maintien de la stabilité membranaire en 

mettant   en   relation   le   réseau  d’actine   avec   les  protéines   transmembranaires.  Ce   rôle a été démontré 

dans un modèle de mélanome humain n’exprimant  pas   la  FLNa.  L’absence  de  FLNa  conduit   à  une  

instabilité  du  réseau  d’actine  et  à  la  formation  de  bulles  (« blebs ») à la membrane. Lorsque la FLNa 

est ré-exprimée, il y a une disparition de ces « blebs » (Cunningham, 1995). La conséquence de son 

absence est une instabilité  de  l’actine  corticale  et une  faiblesse  des  fibres  d’actine  via une dérégulation 
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de  l’activité  des  protéines  régulatrices  du  cytosquelette  liées  à  la  FLNa  (Lynch et coll., 2011). Parmi 

ces protéines régulatrices, la voie RhoA/ROCK conduit à la formation de blebs en permettant la 

contraction   de   la   myosine   et   l’inhibition   de   l’activité   de   Rac   impliquée   dans   la   polymérisation   de  

l’actine  (Sanz-Moreno et coll., 2008). La  diminution  de  l’activité  de  Rac est due à la protéine FilGAP 

décrite comme interagissant avec la FLNa (Kawaguchi et coll., 2014a). 

Outre le fait de stabiliser la  membrane  plasmique  en  régulant  l’organisation  du  cytosquelette  

d’actine, la FLNa permet la localisation et le maintien des protéines transmembranaires à la 

membrane. Elle maintient les intégrines, les récepteurs aux facteurs de croissance et les canaux 

ioniques activés par le stress mécanique à la membrane (Nakamura et coll., 2011).  

x L’activité  transcriptionnelle : La FLNa régule de façon positive et/ou négative la transcription 

de gènes. Son interaction avec différents facteurs de transcription permet de les retenir dans le 

cytoplasme ou de les localiser dans le noyau. Par exemple, la FLNa maintient les facteurs de 

transcription PEBP2/CBF dans le cytoplasme limitant le développement de cancers myéloïdes 

(Yoshida et coll., 2005; Wee et coll., 2008). Au contraire, les facteurs Smad2-3 et Smad5 sont 

accumulés dans le noyau par la FLNa une fois phosphorylés par leurs récepteurs 

(Sasaki et coll., 2001). La régulation des protéines Smad par la FLNa est associée au processus 

myxomateux des valves car les protéines Smad font parties de la voie du TGF-ß impliquée dans la 

synthèse des composants de la MEC (Derynck et Zhang, 2003). Le facteur de transcription FOXC1 est 

accumulé dans le noyau par la FLNa. Il est important lors de la valvulogenèse car il régule l’activité  

des cellules de la crête neurale (Berry et coll., 2005). La FLNa peut directement entrer dans le noyau 

après avoir été clivée par la calpaïne au niveau de la 1ere  séquence charnière entre le 15e et 16e 

domaine répété. Par exemple, le fragment de 90 kDa va être associé à la protéine BCRA2 en réponse à 

des  dommages  de  l’ADN  (Yuan et Shen, 2001).  

x La motilité cellulaire : la régulation spatio-temporelle de nombreuses protéines ainsi que 

l’organisation  du  cytosquelette  d’actine  font que la FLNa est associée au phénomène de motilité et de 

migration. Après une stimulation des cellules par différents facteurs tels que les facteurs de croissance, 

les cytokines et le stress mécanique mettent en place de points focaux pour stabiliser la cellule. 

Ce processus permet l’établissement  d’un  lien  entre  la  MEC  et  la  cellule. 

Les intégrines sont les premiers facteurs impliqués dans la cascade de transduction de la 

motilité.  Ces   récepteurs   transmembranaires  permettent   la  création  de  points   focaux  d’adhésion  pour  

maintenir la cellule sur son support. Les intégrines recrutent les FLNa au niveau de ces points focaux 

pour   y   stabiliser   les   fibres   d’actine   (Calderwood et coll., 2001). La FLNa régule de façon positive 

l’activité   des   intégrines.   En   effet,   la   déplétion   de   la   FLNa   diminue   l’activité   des   intégrines et, par 

conséquence réduit le nombre de point focaux (Kiema et coll., 2006). La FLNa participe également à 

la régulation des   protéines   associées   aux   points   focaux   d’adhésion.   L’engagement   des   intégrines  

permet le recrutement de nombreuses protéines et notamment des kinases (FAK et SRC) pour 

renforcer les points   focaux   d’adhésion   et   activer   les voies de signalisation associées 
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(Chen et coll., 2009). Parmi ces protéines, certaines ont été décrites comme étant régulées par la 

FLNa : la vinculine, la paxilline, l’α-actinine ou la protéine R-Ras. La protéines R-ras est implique 

dans les processus de migration en se liant à la FLNa au niveau du 3e domaine répété. La conséquence 

de  cette  interaction  est  une  diminution  de  l’engagement  des  intégrines, augmentant ainsi la migration 

cellulaire (Gawecka et coll., 2010). 

La  régulation  de  ces  processus  est  en  partie  dépendante  de  l’expression  de  la  FLNa.  En  effet,  

une  diminution  de   l’expression  de   la  FLNa  conduit  à  une   instabilité  membranaire et à un défaut de 

migration. De même, une surexpression de la FLNa au niveau des neurones limite fortement leur 

migration car la phosphorylation de la FLNa la protège de la dégradation. Ce qui a pour conséquence 

de maintenir les adhésions focales en place (Sarkisian et coll., 2006). 

 

2.4. Pathologies associées aux mutations de la FLNa 

L’implication   de   la FLNa dans de nombreux processus cellulaires fait qu’une   mutation 

conduit à une variété de pathologies congénitales notamment à des malformations cérébrales, 

osseuses,   des   membres   et   du   cœur   (Feng et Walsh, 2004). Voici une liste non exhaustive des 

principales pathologies associées à des mutations de la FLNa  (figure n°15) : 

L’hétérotopie  nodulaire  périventriculaire  (PVNH) : Cette pathologie est caractérisée par un défaut 

de  migration  radiale  des  neurones  au  moment  de   l’embryogenèse.  En  effet,   l’expression  de   la  FLNa  

dans les neurones diminue au cours du temps ce qui limite leur migration créant de légers retards 

mentaux  et  des   crises  d’épilepsie. Les mutations identifiées sont dites « perte de fonction» donnant 

lieu à un épissage anormal et à une protéine tronquée de la FLNa. En plus des anomalies neuronales, 

les patients présentent également des malformations cardiaques avec des accidents vasculaires 

cérébraux, des valves aortiques bicuspides ou un canal artériel persistant. Cette pathologie est 

retrouvée uniquement chez les femmes, car elle est létale pour les hommes (Fox et coll., 1998; 

Guerrini et Parrini, 2010).  

x Les ostéodysplasies fronto-oto-palatodigitales : Cette pathologie regroupe différents 

syndromes affectant le squelette et les membres. Les mutations faux-sens de la FLNa conduisent au 

syndrome oto-palato-digitale (OPD), à la dysplasie fronto-metaphyseale et au syndrome de Melnick-

Needles. Ces syndromes sont caractérisés par une dysplasie cranio-facial, une fissure du palet, des 

retards mentaux et une surdité. Au niveau cardiaque, les patients présentent  des  anévrismes  de  l’aorte 

et des défauts des séptations cardiaques. Les mutations de la FLNa identifiées sont dites « gains de 

fonction ». Une partie de ces mutations est située dans le domaine de liaison au cytosquelette d’actine  

(domaine CH1-CH2) qui augmente l’affinité  de  ce  dernier  pour  l’actine. Les autres sont situées sur les 

domaines 10, 14 et 15   modifiant   l’interaction   avec   ses partenaires. Cependant, ces mutations sont 

différentes de celles de la  PVNH  et  les  patients  ne  présentent  pas  d’atteintes  cérébrales  suggérant  ainsi  

des mécanismes développementaux différents (Robertson et coll., 2003).  
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En résumé, les mutations de la FlnA conduisent à une grande diversité de pathologies liées à 

des anomalies congénitales. Cependant, au niveau du système cardiovasculaire, les atteintes 

valvulaires ne sont pas prédominantes contrairement à celle présentes dans les pathologies liées aux 

mutations de la FlnA ou de FilGAP.  À   l’heure   actuelle,   les  mécanismes  moléculaires   et   cellulaires  

associés à ces anomalies congénitales sont encore mal connus. La localisation des mutations de la 

FlnA est spécifique à chaque pathologie décrite précédemment. Par exemple, dans le cas de la PVHN, 

elles sont localisées dans la partie C terminale de la FlnA alors que pour les OFD, elles sont plutôt 

dans le domaine de liaison  à  l’actine. Les effets des mutations de la FlnA sont différents en fonction 

des régions affectées ce qui reflète le rôle complexe de la FlnA au cours du développement et de 

l’interaction avec ses nombreux partenaires (figure n°15). 
 

Il existe également des pathologies des FLNb et FLNc qui touchent le squelette et les muscles, 

respectivement. 

 

 

 

 
 

Figure 15 : Localisation des mutations associées aux différentes pathologies de la FLNA. Les étoiles 

représentent la localisation des mutations identifiées dans les différentes pathologies. En bleu, les mutations de 

l’hétérotopie   nodulaire   périventriculaire   localisées   sur   le   domaine   de   liaison   à   l’actine   et   dans   la   partie   C-

terminale. En noir, les   mutations   de   l’ostéodysplasie fronto-oto-palatodigitale localisées sur le domaine de 

liaison   à   l’actine   et   au  niveau  des  domaines  10, 14 et 15. En rouge, les mutations de la dystrophie valvulaire 

localisées dans les 8 premiers domaines répétés  
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3. Les protéines partenaires de la FLNa 

La FLNa participe à la régulation de nombreux processus cellulaires en interagissant avec 

divers partenaires. Je me focaliserai sur 3 principaux partenaires de la FLNa dont j’ai   étudié   les 

implications dans le développement de la pathologie : Les protéines G monomériques, la protéine 

FilGAP et la tyrosine phosphatase PTP-N12. 

 

3.1. Les protéines G monomériques 

Les protéines G monomériques sont des GTPases formant une superfamille de 166 membres 

dont le membre principal est la protéine Ras. La dénomination GTPase détermine la capacité de ces 

protéines à hydrolyser le GTP (Guanosine Tri-Phosphate) en GDP (Guanosine Di-Phosphate). Ces 

protéines sont des commutateurs moléculaires oscillant entre une forme inactive (GDP) et une forme 

active (GTP). Cette oscillation permet d’activer   différents signaux intracellulaires impliqués dans 

divers processus cellulaires (Vetter et Wittinghofer, 2001). Elles sont à opposer aux protéines G 

trimériques (α, ß et ɣ ) car elles sont composées uniquement de la sous-unité  α. 

 

Dans  les  années  60,  l’équipe  de  Scolnick  a  mis  en  évidence, pour la première fois, la protéine 

Ras  dans  l’étude  de rétrovirus oncogéniques. Ils ont décrit plus tard que cette protéine a la capacité de 

lier le GTP (Shih et coll., 1980). Depuis, leurs caractérisations   n’ont cessé de progresser montrant 

l’implication de ces protéines dans de nombreux processus cellulaires. Du fait de leur importance, une 

dérégulation conduit à diverses pathologies notamment au niveau cardiaque (Loirand et coll., 2013). 

La famille des protéines G monomériques est composée 5 branches identifiées et classées en fonction 

de leurs homologies (tableau n°1) : 

 

Sous 
Groupe Nombres GEF GAP GDI Fonctions cellulaires 

Ras 36 29 15 1 Expression génique 
Rho 20 80 70 3 Expression génique et organisation du cytosquelette 
Arf 28 18 31  Transport vésiculaire 
Rab 64 53 38 3 Transport vésiculaire 
Ran 1 1 1  Transport nucléaire et régulation du cycle cellulaire 

Autres 11     

Tableau 1 : Famille des petites protéines G. Tableau récapitulatif des différents membres de la famille des 

petites protéines G regroupant le nombre de membres, le nombre de protéines régulatrices et leurs fonctions 

cellulaires (Loirand et coll., 2013). 

 

 

 



- Introduction - 

 - 34 -  

 Structure des protéines G monomériques 3.1.1.

Les 5 sous familles qui composent la superfamille Ras possèdent une homologie de séquence 

d’environ 50 % vis-à-vis de la protéine Ras alors   qu’il   y a moins de 30%   d’homologie   pour les 

protéines de la sous-famille de Rho. Les protéines G monomériques possèdent néanmoins des 

séquences consensus responsables de  la  liaison  GDP/GTP  et  de  l’activité  GTPasique.  

Ces protéines sont composées de 6 feuillets  ß  et  de  5  hélices  α  entrelacés formant le domaine 

G qui lie les résidus guanines. Ces différents éléments sont reliés entre eux par 5 chaines 

polypeptidiques (G1-G5) maintiennent du GTP et du Mg2+, co-facteur nécessaire pour augmenter 

l’affinité  des  résidus  guanosides.  Les 2 zones charnières (Switch 1 et 2) correspondent aux chaines G2 

et G3 permettant le changement conformationnel de la protéine pour ajuster son interaction avec ses 

effecteurs (figure n°16) (Takai et coll., 2001). Les protéines G actives interagissent avec leurs 

effecteurs   lorsqu’elles   sont   localisées   à   la   membrane. Cette localisation membranaire est permise 

grâce à un motif CAAX dans leur partie C-terminale. Cependant,  ce  motif  n’est  pas  présent chez les 

protéines Ran. Cette séquence va être reconnue par 2 enzymes (la farnésyltransférase et la 

géranylgéranyltransferase) pour favoriser l’ajout  de  chaines  lipidiques  hydrophobes  pour les intégrer 

dans la membrane plasmique. Cette région HVR et le motif CAAX permettent une localisation 

subcellulaire particulière et une interaction spécifique avec leurs effecteurs et régulateurs 

(Ahearn et coll., 2012). Ces 2 motifs expliquent à eux seuls la diversité des protéines G 

monomériques.  

 

 

Figure 16 : Structure moléculaire des protéines de la superfamille de Ras. A. La structure 3D de la protéine 

Rho est composée des 6 feuillets ß et 5 hélices α (en gris). Les domaines conservés (G1-G5 en couleur) 

entourent la molécule de GTP. B. Représentation 3D des 4 autres membres de la superfamille de Ras. 

(Loirand et coll., 2013) 
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 Cycle GTPasique et mécanismes régulateurs 3.1.2.

Les petites protéines G agissent comme des interrupteurs moléculaires oscillant entre 2 formes 

inter-convertibles : un état actif (« On ») lié au GTP et un état inactif (« Off ») lié au GDP. En fonction 

de leur état,   elles  sont   situées  dans   l’un  des 3 compartiments cellulaires (membrane-cytosol-noyau). 

Elles permettent de   transduire  et  d’intégrer  un  stimulus  extracellulaire  en  une  activité   intracellulaire  

adaptée.  Ce  passage  d’un  état  à  l’autre  nécessite  des mécanismes régulateurs modulant le signal. Ces 

mécanismes sont indispensables puisque le GDP se lie fortement aux petites protéines G et que le GTP 

est hydrolysé très lentement (Cherfils et Zeghouf, 2013). Pour cela, il existe 3 mécanismes 

différents (figure n°16) : 

x Les   Facteurs   d’Echange  Guanyliques   (GEF) : Ces protéines participent à la fixation et à la 

stabilisation du GTP sur les protéines G monomériques en remplaçant le GDP. Ces protéines sont 

nécessaires du fait de l’affinité importante du GDP pour les protéines G monomériques. Cette affinité 

importante rend le remplacement par le GTP plus lent et   donc   nécessite   l’aide   d’un   activateur. Les 

GEF, en nombres conséquent dans les cellules (plus de 80 pour la famille Rho), possèdent une 

structure très variée. il existe néanmoins quelques similitudes. Les GEF possèdent 2 principaux 

domaines : 1) un domaine  d’homologie  au  Dlb (domaine DH) qui permet de catalyser   l’échange  de  

GDP en GTP et 2) un  domaine  d’homologie  à   la  pleckstrine (domaine PH) qui permet l’interaction  

protéines-lipides pour localiser la GEF à proximité de la protéine G au niveau des membranes 

cellulaires (Schmidt et Hall, 2002). 

x Les   Activateurs   de   l’Activité   GTPasique   (GAP) : La réaction de catalyse du GTP est une 

réaction très lente. Les GAP permettent d’augmenter   la vitesse de catalyse des protéines G 

monomériques et par conséquent, abolir les voies de signalisation sous-jacentes. Les GAP 

interagissent au niveau du domaine GTPase de la protéine pour faciliter l’hydrolyse   du   GTP.   La  

structure des GAP se rapproche de celle des GEF par la présence de domaines DH, PH ainsi que de 

régions riches en proline. Ce domaine a pour rôle de recruter la protéine à la membrane en 

interagissant avec les charges négatives des groupements phosphates des phosphatidylinositides 

membranaires. Ces différentes régions servent à la localisation subcellulaire des GAP mais également 

à la régulation de leur activité. Tout comme les GEF, il y a plus de 70 GAP identifiées uniquement 

pour la famille RhoA (Bernards et Settleman, 2004). 

x Les inhibiteurs de dissociation  guanylique (GDI) : Les GDI sont la dernière classe de 

régulateurs découverts.  À  ce  jour,  3  GDI  ont  été  identifiées  pour  bloquer  l’activité  des  protéines  G  de  

la famille Rho. Leur action principale est de maintenir les petites protéines G dans le cytosol en les 

éloignant des GEF. Les GDI  protégent la partie hydrophobe des GTPases et empêcher leur interaction 

avec la membrane (Seabra et Wasmeier, 2004). 
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Figure 17 : Représentation schématique des mécanismes régulateurs des petites protéines G. Les protéines 

de la famille RhoA sont couplées au GDP dans le cytosol. Une fois activée par les GEF, elles vont se localiser 

dans la membrane plasmique pour stimuler différents effecteurs.   L’intervention des GAP rend inactive ces 

protéines qui retournent dans le cytosol sous la forme GDP. Le GDI les maintient dans le cytosol en  l’empêchant  

de  se  localiser  dans  la  membrane  plasmique.  D’après (Loirand et coll., 2013). 

 

 La sous-famille Rho 3.1.3.

La sous-famille de Rho   est   l’une   des   sous-familles des GTPases monomériques les plus 

étudiées. Le nom Rho provient de Ras homologue  du  fait  de  l’homologie de séquence avec la protéine 

Ras lors de sa découverte. La protéine RhoA fut la première identifiée en 1985 et depuis, 20 membres 

ont  été  identifiés  chez  l’homme (Madaule et Axel, 1985). Ainsi, elles sont exprimées dans une grande 

variété de cellules à des niveaux qui varient d’un  type  à  l’autre.  Ces  protéines  sont localisées dans les 

membranes plasmiques lorsqu’elles   sont   activées   et dans le cytosol à   l’état   inactif. La fonction 

principale des GTPases est de réguler l’organisation  du  cytosquelette  d’actine  :  

1) En assemblant les   filaments   contractiles   d’actomyosine grâce à la protéine RhoA et son 

principal effecteur ROCK (Rho Kinase). ROCK phosphoryle différents partenaires associés tels que 

les kinases ou les phosphatases des chaines légères de myosine (MLCK et MLCP) pour permettre la 

contraction, la formation des fibres de stress et l’assemblage   d’adhésions focales. Cette voie est  

importante dans la réponse au stress mécanique (Li et coll., 1999).  

2) En participant aux différents processus de migration grâce à la formation de filopodes 

(cdc42), de lamellipodes et de protrusions membranaires (Rac) au niveau du front de migration. Dans 

une moindre mesure, Rac et cdc42 régulent l’assemblage   des   adhésions   focales avec RhoA. 
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L’effecteur   principal   de   Rac est la protéine PAK1 et celui de Cdc42 est Arp 2/3 (figure n°18) 

(Etienne-Manneville et Hall, 2002).  

Les protéines G régulent également l’expression  de  gène,  le  cycle  cellulaire  et  les  processus  de  

polarité et de migration (Takai et coll., 2001). 

 

 

Figure 18 : Voie de signalisation des petites protéines G de la sous-famille de Rho. Structure du réseau 

d’actine  dans  les  lamellipodes,  filopodes  et  filaments  d’actine ainsi que les voies de signalisation associées aux 

petites protéines G impliquées (Parsons et coll., 2010). 

 

Le nombre de protéines régulatrices (GEF-GAP-GDI) ainsi que leurs interactions avec la 

FLNa suppose une régulation spatio-temporelle très contrôlée des protéines G monomériques. Ce 

contrôle est retrouvé dans le processus de migration. Par exemple, un stimuli externe (facteur de 

croissance, stress mécanique ou chimiotactisme) active la protéine cdc42 qui stimule ses effecteurs 

notamment la protéine Arp2/3  pour  créer  de  nouveaux  branchements  d’actine  F  au  niveau  du  filopode.  

Le filopode sert de senseur à la cellule pour déterminer la direction à suivre. Une fois le filopode ancré 

par la création de nouvelles adhésions, la protéine Rac active son effecteur PAK pour former de 

nouvelles protrusions membranaires donnant naissance à un lamellipode. La protéine Rho permet le 

renforcement et la maturation des adhésions focales par la fixation des fibres de stress  d’actine.  En  

revanche, à l’opposé   du   front   de   migration,   la   protéine   RhoA   active   la   contraction   des   fibres  
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d’actomyosines.  Cette  contraction  détache  les  adhésions focales libérant la cellule pour lui permettre 

d’avancer. 

 

 Relation FLNa –  protéines G monomériques. 3.1.4.

A la vue des nombreux processus cellulaires régulés par les protéines G monomériques, la 

notion de coordination entre ses différentes protéines devient une nécessité. Cette coordination est, en 

partie,  effectuée  par  la  protéine  FLNa.  L’interaction  de  la  FLNa  avec  les  protéines G monomériques et 

leurs régulateurs permet une localisation optimale ainsi   qu’une   modulation de leur activité en les 

rapprochant physiquement entre eux dans la cellule.  Par  exemple,   l’activité  de  la  protéine  Rac  et  de  

son effecteur PAK1 est dépendante de la présence de la FLNa. En effet, la FLNa permet à PAK1 

d’être   activée   par   Rac   en   les   colocalisant tous les 2. En retour, PAK1 protège la FLNa de la 

dégradation par la calpaïne en la phosphorylant (sérine 2152). La FLNa, ainsi protégée, stabilise les 

nouveaux branchements au niveau des protrusions membranaires (Vadlamudi et coll., 2002). La 

polymérisation et  la  stabilisation  du  cytosquelette  d’actine  sont  dépendantes  de  la  présence de la FLNa 

mais également des protéines interagissant avec elle. Parmi ces protéines, on note la présence des 

protéines Trio, Lbc (effecteurs de Rac) ou bien ROCK, FilGAP ou p190RhoGAP 

(Bellanger et coll., 2000; Ueda et coll., 2003). Par exemple, p190RhoGAP est accumulée dans la 

membrane plasmique par la FLNa durant  les  phases  précoces  de  l’étalement  et induit la formation des 

protrusions membranaires diminuant l’activité  de  RhoA  (Arthur et Burridge, 2001). Des mécanismes 

de régulations similaires impliqués la protéine FilGAP qui est libérée lors  de  l’étirement  de  la  FLNa  

lors d’un stress mécanique. FilGAP ainsi libérée diminue l’activité  de  Rac et renforcer les adhésions 

focales (Ohta et coll., 2006). 
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3.2. La protéine FilGAP 

La régulation des protéines G monomériques est un processus fortement contrôlé par 

différents mécanismes (décrit dans le paragraphe 3.1.2). La protéine FilGAP est un membre des 

protéines GAP qui  diminuent  l’activité de Rac. Elle fait partie de la famille ARHGAP (Aplysia Ras-

Related homologue GAP) composée de 3 membres : ARHGAP 22, ARHGAP 24 (FilGAP) et 

ARHGAP 25. Le membre principal de cette famille, la protéine FilGAP régule de façon 

spatiotemporelle et dynamique   l’activité   de   la   protéine   rac   pour limiter son effet. Le nom FilGAP 

provient de son association avec la Filamine A et de sa fonction GAP (Sanz-Moreno et coll., 2008; 

Saito et coll., 2012). Pour  agir  sur  l’activité  de  Rac,  FilGAP  doit  préalablement  être phosphorylée par 

la voie RhoA/ROCK et localisée adéquatement dans la cellule. 

 

 Gènes et isoformes 3.2.1.

Cette famille est composée de 3 gènes, ARHGAP22, ARHGAP24 et ARHGAP25  localisés sur 

les chromosomes 10, 4 et 2 respectivement. Le premier gène identifié est ARHGAP24 en 2004 par 

l’équipe   de   Katoh   mais   il   a   fallu   attendre   2006   pour   identifier   son   rôle   (Katoh et Katoh, 2004; 

Tcherkezian et Lamarche-Vane, 2007). Le gène ARHGAP24 subit un épissage alternatif conduisant à 

4 isoformes : FilGAP, p73RhoGAP, p68RacGAP et ARHGAP24-4. Ces isoformes ne différent que de 

quelques acides aminés au  niveau  du  domaine  d’homologie  à  la  pleckstrine  dans  la  partie  N-terminale 

(Figure n°19). 

 

  

Figure 19 : Structure des 4 isoformes de FilGAP. La partie N-terminale   est   composée   d’un   domaine  

d’homologie   à   la   pleckstrine   (PH ;;   orange),   d’un   domaine GTPasique (GAP, rose), des 6 principaux sites de 

phosphorylation, du domaine de dimérisation (CC, vert) et de la  séquence  d’interaction  avec  la  FLNa  (bleu).  La  

structure  varie  essentiellement  au  niveau  du  domaine  d’homologie  à  la  pleckstrine.  D’après  (Nakamura, 2013) 
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 Structure de la protéine 3.2.2.

La structure et le rôle de FilGAP sont caractérisés pour la première fois en 2006 

(Ohta et coll., 2006). Elle est composée de 750 acides-aminés (80 kDa) et comporte de 3 principaux 

domaines (Figure n°19) :  

x Le domaine d’homologie  à  la Pleckstrine (PH) : Comme la majorité des protéines GAP, elle 

possède un domaine PH, en position N-terminale, participant à sa localisation à la membrane. Ce 

recrutement rapproche FilGAP de la protéine Rac-GTP pour diminuer son activité. Le domaine PH 

interagit préférentiellement avec les phospholipides membranaires PIP2 (3,4) et le PIP3. Cependant, 

ce  domaine  PH  n’est  pas  présent dans les 3 autres isoformes (Kawaguchi et coll., 2014a).  

 

x Le domaine GAP : Il est situé juste après le domaine PH et donne sa fonction à la protéine. Il 

permet de diminuer l’activité   de  Rac   en   augmentant   la   cinétique   d’hydrolyse   du  GTP   en  GDP.  Le  

domaine GAP est sous le contrôle de différents sites de phosphorylation situés juste après du coté 

C-terminale. Ces sites sont phosphorylés par la Rho-Kinase  (ROCK),   l’effecteur  principal de RhoA. 

Elles ont lieu sur 6 sérines différentes dont la principale est la sérine S402. Ces sites de 

phosphorylation  sont   importants  pour   l’activité  GAP  de   la  protéine  puisque  une construction où ces 

sites ont été substitués par des alanines conduit à une protéine dominante négative c’est-à-dire sans 

effet  sur  l’activité  de  Rac (Ohta et coll., 2006).  

 

x Le domaine « coil-coiled » (CC) : Le domaine CC situé en C-terminal favorise la dimérisation 

de la protéine. Cette dimérisation est nécessaire pour que la protéine FilGAP soit fonctionnelle. En 

effet,  une  délétion  du  domaine  CC  de  FilGAP  ne  diminue  plus  l’activité  de  Rac  du  fait  d’un  défaut de 

localisation cellulaire (Ohta et coll., 2006). Ce défaut de localisation est dû à une courte séquence de 

10 acides   aminés   située   juste   après   le   domaine   CC.   Elle   est   impliquée   dans   l’interaction   avec   les  

23e domaines répétés  de  la  FLNa.  Cette  séquence  contrôle  l’activité  de  FilGAP  en  le  maintenant  ou  le  

libérant lorsque cela est nécessaire. Cette interaction nécessité une coopération complète entre FilGAP 

et la FLNa. Elle est similaire à celle des intégrines ß ou des glycoprotéines  1bα  avec   les  domaines  

répétés 21 et 17 de la FLNa, respectivement (Nakamura et coll., 2009). La protéine FilGAP interagit 

uniquement avec la FLNa car les 23e domaine répète des FLNb et c sont différents 

(Razinia et coll., 2012). 
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 Localisation de FilGAP 3.2.3.

L’expression  tissulaire  de  FilGAP  est  liée  à  son  interaction  avec  la  FLNa. En effet, les tissus 

qui expriment la FLNa expriment également la protéine FilGAP. Elle est présente dans les reins et les 

valves cardiaques où des pathologies liées à des mutations de FilGAP ont pu être identifiées 

(Akilesh et coll., 2011). L’isoforme  2  (p73RhoGAP)  est  retrouvé  de  la même façon dans les muscles 

lisses  vasculaires  et  dans  l’endothélium (Su et coll., 2004). 

La localisation cellulaire de FilGAP est influencée par son rôle. Elle est localisée dans les 

structures enrichies en actine filamenteuse (lamellipodes) en même temps que la FLNa. Elle est 

également présente au niveau des adhésions focales et de la membrane plasmique pour agir sur 

l’activité  de  Rac (Ohta et coll., 2006; Akilesh et coll., 2011; Saito et coll., 2012). 

 

 Fonction de FilGAP. 3.2.4.

La fonction principale de FilGAP est de diminuer   l’activité  de  Rac. La conséquence directe 

sur le cytosquelette  d’actine  est  une  diminution  de  la  formation  des  protrusions membranaires. Les 3 

domaines (PH, GAP et CC) de FilGAP ont leur importance dans   la   diminution   l’activité   de   Rac  

puisqu’une  délétion  de  l’un  de  ces  3  domaines  conduit  à  une  protéine  inactive. En effet, une délétion 

du domaine PH de FilGAP ne diminue plus l’activité   de  Rac à   cause   d’un   défaut   d’adressage   à   la  

membrane (Kawaguchi et coll., 2014a). Le domaine GAP est sous la dépendance de sites de 

phosphorylation. Ces sites sont phosphorylés par la voie Rho/ROCK et participe également à son 

association avec  d’autres  composants cellulaires notamment la protéine Arf6 ou bien de se libérer de 

son interaction avec la FLNa (Kawaguchi et coll., 2014b). In vivo, l’activité  GTPasique  de  FilGAP  est  

dépendante de la présence de la FLNa. Lorsque la FLNa est co-exprimée  avec  FilGAP,   l’activité  de  

Rac diminue de façon drastique alors que l’absence   de   FLNa n’affecte   pas   l’activité   de   Rac 

(Ohta et coll., 2006). 

La  diminution  de  l’activité  de  Rac  par  FilGAP  intervient  surtout  lors  de  la  réponse  à  un  stress  

mécanique pour le renforcement des adhésions focales. Le rôle mécanosenseur de FilGAP a été mis en 

évidence par Shifrin et collaborateurs (Shifrin et coll., 2009). Dans des conditions où les cellules ne 

sont pas soumises à un stress mécanique, La FLNa est liée au cytosquelette  d’actine  pour  l’organiser  et  

le stabiliser. Dans le même temps, elle interagit également avec FilGAP dans sa partie C-terminale. 

Lors   d’un   stress   mécanique,   la   déformation   du   cytosquelette   d’actine   étire   la   FLNa   ce   qui   à   pour  

conséquence de rompre   l’interaction   FLNa-FilGAP. FilGAP est alors libérée à proximité de la 

membrane  plasmique  pour  diminuer  l’activité  de  Rac.  Ce  mécanisme  est  important  dans  la  réponse  au  

stress   mécanique   puisqu’une   fois   FilGAP   libérée,   la   FLNa   interagit   avec   les   intégrines ß pour 

renforcer le lien la membrane et le cytosquelette (figure n°13 et n°20) (Ehrlicher et coll., 2011b). 

 Cependant, le comportement de FilGAP est dépendant de sa localisation cellulaire et de sa 

disponibilité.  Il  a  été  démontré  une  différence  d’action  lorsque  FilGAP  est  située  au  niveau  du  réseau  
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d’actine  ou  au  niveau  des  adhésions  focales. Lors de l’assemblage  des  lamellipodes,  la concentration 

de  FLNa  et  d’actine  corticale  est  élevée  pour permettre de structurer le lamellipodes. La FLNa retient 

FilGAP limitant son effet sur Rac. Au niveau des adhésions focales, la FLNa se lie fortement aux 

intégrines pour maturer ces  sites  d’adhésions et  maintenir  l’intégrité  de  la  cellule. Dans ce cas précis, 

FilGAP n’étant   plus   associée   à la FLNa, elle se lie avec les phospholipides membranaires pour 

diminuer l’activité  de  Rac (Ehrlicher et coll., 2011b; Shifrin et coll., 2012). La contraction des fibres 

actomyosines produite lors du démantèlement des adhésions focales libère FilGAP qui est recyclée 

dans différentes zones de la cellule atténuant ainsi son effet sur Rac. Cela permet le renforcement des 

nouvelles  protrusions  en  facilitant  la  polymérisation  de  l’actine  par  Rac. 

 

 

Figure 20 : Représentation  schématique  de  la  libération  de  FilGAP  lors  d’un  stress  mécanique. La FLNa 

(en bleu) interagit avec  les  filaments  d’actine (en vert) de façon à les maintenir structurés. Dans des conditions 

non stressées, la FLNa retient FilGAP dans sa partie C-terminale.   Lors   d’un   stress   mécanique,   les   filaments  

d’actine   F s’écartent entrainant la FLNa avec eux. Cela diminue   l’interaction  FLNa-FilGAP et libère FilGAP 

dans la cellule.  D’après (Ehrlicher et coll., 2011b). 

 

FilGAP est impliquée  dans les processus de migration et notamment dans les transitions 

amoeboïdes et mésenchymales observées dans les cellules cancéreuses. La migration mésenchymale 

est   caractérisée  par   l’allongement du front  de  migration   sous   la  dépendance  de   l’activité  de  Rac.  A 

l’opposé, la migration amoeboïde est caractérisée par des cellules rondes avec de nombreux « blebs » 

membranaires indiquant un manque de polarité et une instabilité de la membrane plasmique. Lorsque 

l’expression   de FilGAP est   diminuée   à   l’aide   d’un   siRNA, les cellules présentent une migration de 

type mésenchymale alors que sa surexpression conduit à une migration de type amoeboïde 

(Sanz-Moreno et coll., 2008; Saito et coll., 2012).  Ces observations sont cohérentes avec les effets de 
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FilGAP  sur   l’activité  de  Rac  et   l’impact  que  cela  a  sur   l’organisation  du  cytosquelette  d’actine.  Ces  

observations ont également été montrées grâce à des constructions dominantes négatives de FilGAP. 

En effet, lorsque le domaine PH ou le domaine GAP de FilGAP est retiré, le nombre de « blebs » à la 

membrane   diminue   suggérant   l’implication de FilGAP dans la régulation du cytosquelette et la 

stabilité membranaire (Kawaguchi et coll., 2014b).  
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3.3. La tyrosine phosphatase PTP-PEST 

Le contrôle de la phosphorylation des protéines   est   très   important   puisqu’une   régulation 

aberrante de la phosphorylation conduit à une instabilité de la protéine, une altération des interactions 

protéine-protéine souvent identifiées dans des processus pathologiques tels que les cancers 

(Hunter, 2009). Cette régulation de la phosphorylation est assurée par les tyrosines phosphatases. Il 

existe   plus   d’une   centaine   de membres codés par le génome humain (Alonso et coll., 2004). Ces 

tyrosines phosphatases sont classées en 2 groupes : les récepteurs transmembranaires et les protéines 

libres dans le cytosol (Tonks, 2006). Ces protéines déphosphorylent de nombreux partenaires leur 

conférant ainsi un rôle important dans la régulation de différents processus cellulaires. Parmi tous ces 

membres, la tyrosine phosphatase PTP-PEST a été identifiée pour interagir avec la FLNa dans les 8 

premiers domaines répétés (décrit dans la partie projet n°1-résultats complémentaires).  

 

 Structure de la protéine 3.3.1.

La protéine PTP-PEST fait partie de la classe des tyrosines phosphatases libres dans le 

cytosol. Le gène PTPN12 est localisé sur le chromosome 7 et code pour la protéine tyrosine 

phosphatase-PEST. Elle est composée de séquences riches en proline (P), glutamate (E), sérine (S) et 

thréonine (T) (Takekawa et coll., 1992; Yang et coll., 1993). Elle est composée 720 acides aminés 

comportant 2 parties principales distinctes. La première partie, située du coté N-terminale, contient le 

domaine catalytique de la protéine qui est composé de 300 acides aminés. Ce domaine catalytique 

confère à la protéine son activité phosphatase. Il contient une signature particulière entre les acides 

aminés 229 et 239 correspondants à un domaine phosphatase spécifique contre certaines protéines. La 

cystéine en position 232 joue un rôle essentiel dans le  contrôle  de  l’activité phosphatase. La seconde 

partie, située quant à elle dans la partie C-terminale, contient la partie régulatrice de la protéine avec 

les   séquences   PEST.   Le   rôle   de   cette   région   est   de   réguler   l’interaction   de   PTP-PEST avec ses 

substrats et ses protéines adaptatrices (Davidson, 2001). La protéine PTP-PEST possède également 

3 sites de phosphorylation sur des sérines qui régulent son activité. La FLNa a été décrite comme 

interagissant au niveau du domaine IV de la partie régulatrice (figure n°21)  (Playford et coll., 2006).  

. La protéine PTP-PEST est exprimée de façon ubiquitaire dans une grande variété de tissus. 

Cependant,  son  niveau  d’expression  est  plus  élevé  dans  le  système  hématopoïétique  (thymus,  rate  et  

foie),  le  cerveau  et  le  cœur.  Elle joue un rôle important lors de l’embryogenèse  puisque  son  absence  

entraine une mort in utero avec notamment des défauts de vascularisation et des malformations 

hépatiques (Sirois et coll., 2006) 

 

 



- Introduction - 

 - 45 -  

 

Figure 21 : Représentation schématique de la structure de PTP-PEST. La partie N-terminale contient le 

domaine catalytique de la protéine (en rose) où une séquence de 10 acides-aminés est essentielle pour son 

activité notamment la cyetsine (en rouge). La 2e partie contient 4 domaines PTP-PEST (I-IV) qui vont interagir 

avec de nombreux partenaires. Le domaine IV est celui qui interagi avec la FLNa. Elle possède également 3 sites 

de phosphorylation (S39-S435-S571).  D’après  (Veillette et coll., 2009) 

 

 Mécanismes de régulation de PTP-PEST 3.3.2.

La protéine PTP-PEST est aussi sujette à un certain nombre de mécanismes régulateurs. La 

protéine PTP-PEST est phosphorylée sur les sérines 39, 435 et 571 par la PKA et la PKC. Seule la 

phosphorylation  sur  la  sérine  39  est  indispensable  à  l’activité  phosphatase  de  la  protéine.  En  effet,  une  

fois phosphorylée, elle conduit à  une  diminution  de  l’activité  phosphatase de PTP-PEST en réduisant 

son affinité pour ses substrats (Garton et Tonks, 1994). Récemment, il a été démontré que la 

phosphorylation de PTP-PEST sur la sérine 571 est réalisée via la voie RAS/ERK1-2.  L’effet  direct  de  

cette phosphorylation est d’augmenter  son   interaction avec la « Focal Adhésion Kinase (FAK) ». La 

tyrosine 397 de la protéine FAK est alors déphosphorylée ce qui favorise la migration métastatique 

(figure n°22) (Zheng et coll., 2009). La protéine PTP-PEST est oxydée sur le résidu cystéine du 

domaine catalytique ce qui le rend inactif. Ce processus est réversible et permet un contrôle de la 

protéine dans des conditions de stress oxydatif (Tonks, 2005). La protéine PTP-PEST subit également 

le processus de protéolyse. Ce phénomène est observé durant  l’apoptose  où  PTP-PEST est clivée par 

la caspase 3. Cela permet le détachement de la cellule en dégradant les points focaux 

(Halle et coll., 2007). 
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 Rôle de la protéine 3.3.1.

En régulant la phosphorylation de nombreuses protéines, PTP-PEST participe de façon 

importante aux processus   d’étalement   et   de   migration   notamment via la régulation des adhésions 

focales (Östman et coll., 2006). Les adhésions focales favorise le contact entre la MEC et le 

cytosquelette  d’actine,  sont  le  siège  de  nombreuses phosphorylations/déphosphorylations réalisées par 

des  kinases et des phosphatases. La protéine PTP-PEST régule  l’activité  de  protéines  telle  que  FAK, 

p130cas, paxilline et SRC. Par exemple, une fois les intégrines activées par la MEC, la protéine FAK 

s’auto-phosphoryle permettant   l’interaction  avec   la  protéine SRC qui s’auto-phosphoryle à son tour. 

La phosphorylation de ces 2 kinases, FAK et SRC active des effecteurs tels que p130Cas pour adapter 

la   réponse   cellulaire   à   l’engagement   des   intégrines en renforçant les adhésions focales. La tyrosine 

PTP-PEST intervient dans le contrôle de la déphosphorylation de ces protéines ce qui limite la 

formation des adhésions focales et améliore la migration (figure n°22) (Garton et coll., 1996; 

Shen et coll., 2000). 

 

Figure 22 : Voies de signalisation de PTP-PEST. PTP-PEST est impliquée dans la régulation des points 

focaux. PTP-PEST va limiter la formation des lamellipodes en bloquant les GEF de Rac et en favorisant la 

rétraction  à  l’arrière  de  la  cellule tout en maintenant Rho actif. Elle intervient dans la régulation du cytosquelette 

d’actine  et permettent sa polymérisation. Elle participe au processus de migration cancéreuse en diminuant la 

formation des adhésions focales.  

De plus,  PTP-PEST agit sur   l’activité   des protéines G monomériques en permettant un 

couplage coordonné des phénomènes de protrusions membranaires et rétractation de la cellule lors des 

processus de migration. La protéine PTP-PEST limite l’activité  de  Rac  à  travers  la  déphosphorylation  
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de la   protéine   Vav   2,   l’une   GEF   de   Rac. Elle   agit   également   sur   l’activité   de   RhoA à travers la 

déphosphorylation de p190RhoGAP qui  est  incapable  d’inhiber  RhoA  (figure  n°22).  

Ainsi, la protéine PTP-PEST participe à la régulation spatio-temporelle des protéines G 

monomériques lors des différents processus cellulaires (Sastry et coll., 2006).  
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Ces dernières années,   l’avancée de nouvelles technologies dans le domaine de la génétique 

mais aussi grâce à l’efficacité  de  recrutement  des  patients   isolés ou familiaux présentant un PVM au 

CHU de Nantes,   nous   ont  permis   d’identifier   de   nouveaux  gènes   potentiellement   impliqués dans le 

développement de ces atteintes valvulaires non syndromiques.  L’objectif de notre travail est de mettre 

en évidence des relations entre les mutations des gènes identifiées et les mécanismes 

physiopathologiques sous-jacents. En 2006, notre équipe a été la première à identifier le gène FLNA 

comme  responsable  d’une  dystrophie  valvulaire non syndromique. Cependant, à cette époque, aucun 

lien direct n’a pu être établie  entre  les  mutations  d’une  protéine de liaison au  cytosquelette  d’actine  et  

de graves régurgitations mitrales dans le cadre de du PVM. 

 

C’est  dans  ce  contexte  qu’au  cours  de  mon  travail  de  thèse, je me suis intéressé à identifier les 

mécanismes physiopathologiques impliqués dans ces atteintes valvulaires non syndromiques. 

 

Mon premier projet a  porté   sur   l’étude  des  mutations  G288R  et  P637Q  de   la  FLNa dans un 

modèle de mélanome humain. Cette étude a permis de mettre en évidence une dérégulation de 

l’activité  des  protéines  G  monomérique en  faveur  d’une  augmentation  de  l’activité  de  RhoA  et  d’une  

diminution  de  l’activité  de  Rac. Cette dérégulation est due à la protéine FilGAP dont  l’interaction  avec 

la FLNa est diminuée (publication n°1). La suite de ce travail a permis de mettre en évidence un 

mécanisme plus complexe via la perte  d’interaction  entre  les  FLNa  mutées  et  la  tyrosine  phosphatase 

PTP-PEST.   J’ai   également   participé   au   développement   d’un   nouveau   modèle   cellulaire   plus  

physiologique que le modèle de mélanome humain grâce aux cellules souches urinaires de patient 

(USC). 

 

Mon deuxième projet a consisté à étudier les mécanismes physiopathologiques de nouvelles 

mutations identifiées sur le gène ARHGAP24 dans 3 familles atteintes de PVM. Ce gène code pour la 

protéine FilGAP décrit précédemment pour être impliquée dans la physiopathologie des mutations de 

la FLNa. Les mutations de FilGAP conduisent à des protéines non fonctionnelles qui ne permettent 

plus d’inhiber  l’activité de Rac (publication en cours de soumission). 
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1. Culture cellulaire 

L’une  des  difficultés de ces projets   repose  sur   le   fait  d’utiliser un modèle cellulaire adéquat 

pour identifier des mécanismes physiopathologiques potentiels liés aux mutations de la FLNa ou de 

FilGAP. Par exemple, le fait que la FLNa soit une protéine ubiquitaire rend la tache plus difficile pour 

trouver un modèle pertinent pour étudier les effets des mutations. Dans le cadre du projet FLNa, le 

modèle cellulaire principalement utilisé est le mélanome humain dont la caractéristique est l’absence 

d’expression  de  la  FLNa. Dans le cadre du projet FilGAP, le modèle utilisé est le modèle HEK car le 

niveau d’expression de FilGAP est faible et il est facilement transfectable pour identifier  l’impact  de  

ces mutations. 

 

1.1. Les cellules de melanome humain (M2/A7) 

En 1992, Cunningham et son équipe ont étudié le comportement d’une  lignée  de mélanomes 

humains dont la caractéristique principale est   l’absence  d’expression  de   la  FLNa   (la   lignée  M2). La 

restauration de  la  FLNa  sauvage  dans  cette  lignée  a  permis  la  création  d’une  nouvelle (la lignée A7) 

(Cunningham et coll., 1992). Ces lignées cellulaires ont été obtenues auprès du Dr Nakamura de 

l’Université   de   Harvard   à Cambridge. La lignée M2 a été utilisée pour réaliser des clones stables 

exprimant la FLNa WT, G288R et P637Q. Ces cellules sont cultivées dans un milieu minimum de 

culture  (MEMα)  supplémenté  avec  du  sérum de veau nouveau né (8% SVNN),  du  sérum  de  veau  fœtal  

(2% de SVF) ainsi que 100 unité.ml-1 de pénicilline et 100 µg.ml-1 de streptomycine. Un agent de 

sélection, la Généticine (G418) à 200 µg.ml-1,   est   présent   pour   maintenir   l’expression   de   la FlnA 

sauvage ou mutée. Elles sont maintenues en culture sous une atmosphère contrôlée de 5% de CO2 et 

une température de 37°C. Les cellules ne nécessitent pas  de  support  d’adhésion  particulier  (collagène  

ou fibronectine) pour la culture continue. 

 

1.2. Les cellules de Fibrosarcome (HT1080) 

La lignée de fibrosarcome HT1080 a été obtenue auprès du Dr   Lutz   de   l’Université de 

Toulouse. Ces cellules incorporent de façon stable un plasmide codant pour un shRNA contre la FLNa 

(Baldassarre et coll., 2009). Les FLNa shRNA résistante sauvage ou mutée sont ainsi ré-exprimées de 

façon transitoire. Le milieu de culture est composé de DMEM (Gilbco), 10% de SVF, 100 µg.ml-1 de 

streptomycine et 100 unité.ml -1 de  pénicilline.  L’agent  de  sélection  utilisé  pour  maintenir l’expression  

du shRNA est la puromycine (2 µg.ml-1, Sigma). Elles sont cultivées sous une atmosphère de 5% de 

CO2 et une température de 37°C et ne nécessite pas de support particulier pour d’adhésion. 
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1.3. Les cellules Humain Embryonic Kidney (HEK) 

Les cellules HEK proviennent de cellules embryonnaires de rein humain qui ont été 

immortalisées par   transfection   avec   l’antigène  T  d’un  mutant   du   virus  SV40.  Elles   ont été utilisées 

principalement dans l’étude des mutations de FilGAP. Les conditions de culture sont identiques à 

celles des HT1080 excepté pour l’agent  de  sélection qui  n’est  pas  ajouté. 

 

1.4. Les cellules souches urinaires de patient (USC) 

Les cellules souches urinaires (USC) sont obtenues à partir de l’urine  de patient. L’intérêt  de  

ce    modèle  est  l’expression  endogène de la mutation ainsi que la nature non invasive de leur obtention. 

Nous travaillons en collaboration avec  l’équipe  de Karim Si-Tayeb (L’institut  du  thorax, U1087) qui 

s’est  spécialisée dans   l’obtention  de  ces  cellules  pour   les  différencier  en  IPS pour les reprogrammer 

par la suite (Zhang et coll., 2008; Bharadwaj et coll., 2011). Etant  donné   la  difficulté  d’obtenir  des  

IPS, nous avons décidé d’utiliser   les  USC  comme  un  modèle   pertinent   pour  mettre en évidence un 

mécanisme physiopathologique.  

Les urines de patients (30-200 ml) sains ou atteints de valvulopathies sont collectées dans un 

tube stérile par les médecins/ARC du CHU. Il faut noter que le délai  d’isolement  doit  être  rapide car 

les cellules « baignent » dans un environnement acide, avec des métabolites toxiques et une pression 

osmotiques anormales. Les échantillons sont centrifugés à 400g durant 10 min à température ambiante 

puis resuspendus dans un milieu de   culture   d’épithélium rénale et de cellules mésenchymateuses 

(RE/MC) contenant un kit de différents facteurs de croissance REGM (Renal Epithelial Growth 

Medium, Lonza), du DMEM concentré en glucose (4,5 g.L-1) et supplémenté avec  10%  sérum  fœtale  

de bovin (FBS), 1% de GlutaMAX,  1% d’acides-aminés non essentiels, 100 unité.ml-1 de pénicilline 

et 100 µg.ml-1 de stréptomycine,  5 ng.ml−1 b-FGF, 5 ng.ml−1 PDGF-AB et 5 ng.ml−1 EGF. Ce milieu 

doit être protégé de la lumière et utilisé rapidement car les facteurs de croissance se dégradent. Les 

USC sont mises à adhérer dans un puits de plaque 12 puits recouvert de 0,1% de gélatine. Les 

premières cellules apparaissent au bout de 4 jours de culture et   sont   amplifiées   jusqu’à 80-90% de 

confluence. Elles sont décollées avec de la trypsine-LE (Gibco), centrifugées à 500g pendant 2 

minutes puis ensemencées dans des boites de culture pour être amplifiées. Elles sont soit utilisées soit 

congelées. Elles prolifèrent de façon importante durant les 4 premiers passages puis cela s’estompe 

vers les passages 6 à 7 (Zhou et coll., 2012). 
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2. Transfections, anticorps et traitement chimique 

2.1. Les plasmides 

 Purification de l’ADN  plasmidique 2.1.1.

Les séquences codantes pour les différentes protéines étudiées sont insérées dans différents 

vecteurs plasmidiques. Ces plasmides sont introduits dans les bactéries selon 2 procédés différents : 

x Choc thermique : 50 µl de bactéries d’E.coli  XL1-blue one sont chauffées à 42°C pendant 35 

secondes pour y incorporer entre 1-10 ng de plasmides. Les bactéries sont placées dans la glace 

pendant 2 min.  

x Eléctroporation : 50 µl de bactéries d’E.coli   BL21   élèctrocompetentes   sont mélangées avec 

1-10 ng de plasmides. Le mélange est placé dans une cuve à éléctroporation puis soumis à un courant 

de  1,8  kV  et  une  capacitance  de  2,5  MΩ  durant  4,3  ms. 

 

Une fois le plasmides incorporé (choc thermique ou electroporation), les bactéries sont 

resuspendues dans 10 ml de milieu LB pendant 1h à 37°C avant  d’en étaler quelques µL sur une boite 

de LB-agar contenant l’antibiotique  de sélection (100 µg.ml-1 d’ampicilline ou kanamycine). Après 

une nuit à 37°C, une colonie de bactérie est prélevée puis amplifiée toute la nuit dans 200 ml de 

LB - antibiotique. Les plasmides amplifiés par les bactéries sont purifiés selon le protocole de 

« Maxiprep » ou de « Miniprep » de la société Quiagen. La concentration des plasmides est 

déterminée par la lecture de la densité optique à 280 nm (Nanodrop).  Les plasmides sont aliquotés à 

une concentration de 1 µg.µL-1 et sont conservés à -20°C. 

 

 Transfections des plasmides 2.1.2.

Les cellules sont transfectées grâce à 2 agents différents présentant des taux de transfections 

variables en fonction du type cellulaire utilisé. Pour les lignées stables, les cellules sont ensemencées à 

80 % de confluence (entre 6 à 8.105 cellules pour un puits 35 mm de ⌀). Après 16h de culture, elles 

sont transfectées soit avec de la « Lipofectamine 2000 » (Invitrogene) soit avec de la « Genecellin » 

(BioCellChallenge). En ce qui concerne la lipofectamine, le ratio utilisé de 

lipofectamine (µl) - plasmide (µg) est de 1 : 1 (3 µg pour 3 µl pour un puits 35 mm de ⌀). La 

lipofectamine et les plasmides sont complexés pendant 30 min à température ambiante dans 500 µl de 

milieu optiMEM (Gibco)  avant  d’être déposés sur les cellules. Pour la Genecellin, le ratio utilisé de 

Genecellin (µl) – plasmide (µg) est de 4 :1 (8 µl pour 2 µg pour un puits 35 mm de ⌀). Les complexes 

sont formés  pendant  15  minutes  dans  de  l’optiMEM  puis  déposées  sur  les  cellules.   

Elles sont utilisables 24h à 48h après la transfection. La seule exception concerne les 

expérience de FRAP (décrit dans le paragraphe 3.5)  où  l’on  ne  dépasse  pas  16h  de  transfection  pour  
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éviter une surexpression trop importante de la protéine. Le taux de transfection est estimé, en fonction 

du plasmide, par fluorescence et le  niveau  d’expression  de  la  protéine  par western blot.  

L’avantage  de   la  Genecellin est sa faible toxicité comparée à celle de la lipofectamine. Elle 

n’affecte que très peu la morphologie cellulaire et présente un taux de transfection supérieur à 70% 

(estimation à partir de la fluorescence). L’inconvenant  majeur est que ces 2 agents de transfections ne 

sont pas efficaces sur les lignées primaires. La lipofectamine est utilisé préférentiellement pour les 

expériences de biochimies et la Genecellin pour les expériences fonctionnelles. 

 

2.2. Les siRNA 

Les siRNA sont utilisés pour diminuer voir éteindre l’expression   de  diverses protéines. Les 

siRNA ont été obtenus auprès de la société Eurogentec. La transfection des siRNA est effectuée avec 

de la « Lipofectamine RNAi max » (Invitrogen). Semblable à la lipofectamine 2000, le ratio siRNA 

(pmoles) - Lipofectamine (µl) est de 100 : 3 (100 pmoles pour 3 µl pour un puits 35 mm de ⌀). Ils sont 

complexés dans   de   l’OptiMEM   pendant   30   min avant   d’être   déposés   sur   les   cellules.   L’effet   des  

siRNA est visible au bout de 36h et est estimé par western blot. 

 

2.3. Anticorps, réactifs et traitement chimiques 

Les tableaux, ci-dessous, répertorient les différents réactifs utilisés dans les expériences : 
 

Tableau 2 : Liste des différents réactifs utilisés  

Produits Fonction Reference Fournisseur Concentration 
utilisée 

Fibronectine "coating" F2006 Sigma 20 µg.ml-1 

Collagène "coating" A1048301 Gibco 1,5 mg..ml-1; 20 
µg.ml-1 

Y27632 inhibiteur de ROCK Y-0503 Santa Cruz 10 µM 

NSC 23766 inhibiteur de Rac 2161 Tocris 10 µM 

EHT 1864 inhibiteur de Rac 3872 Tocris 10 µM 

Lipofectamine 2000 agent de transfection plasmide 11668019 Sigma   

Lipofecrtamine RNAi max agent de transfection siRNA 13778075 Gibco   

Genecellin agent de transfection plasmide GC1000 BioCellChallenge   
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Tableau 3 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés lors des différentes expériences 

Anticorps Références Fournisseur Espèces WB IF 

Anti ß-Actin A5316 Sigma Souris 1/500 

 Anti CD31 550300 BD bioscience Souris 1/250 1/250 

Anti eGFP 632569 clontech Souris 1/500 1/1000 

Anti Erk sc-93 Santa Cruz Lapin 1/500 

 Anti FAK 6543 Millipore Lapin 1/500 

 Anti Filgap HPA014288 Sigma Lapin 1/500 

 Anti FLNa Mab 1678 Millipore Souris 1/500 1/1000 

Anti GAPDH sc-32233 Santa Cruz Souris 1/10000 

 Anti HA clone 3F10 Roche Rat 1/1000 1/1000 

Anti ICAM sc-7891 Santa Cruz Lapin 1/250 1/250 

Anti MYC clone 4A6 Millipore Mouse 1/500 

 Anti MYPT sc-25618 Santa Cruz Lapin 1/500 

 Anti p190RhoGAP 610150 BD bioscience Souris 1/500 

 Anti phopsho MYPT sc-17556 Santa Cruz Lapin 1/500 

 Anti phospho ERK 9106 Cell Signalling Souris 1/500 

 Anti phospho FAK clone 18, 05-1140 Millipore Souris 1/250 

 Anti phospho SRC 2101 Cell Signalling Lapin 1/500 

 Anti PTPN12 clone AG25, 05-1417 Millipore Lapin 1/1000 

 Anti R-ras sc-523 Santa Cruz Lapin 1/500 

 Anti Rac 610650 BD bioscience Souris 1/250 

 Anti Rho 67B9 Cell Signalling Lapin 1/250 

 Anti SRC 2108 Cell Signalling Lapin 1/500 

 Anti VCAM-1 sc-1504 Santa Cruz Chévre 1/500 1/250 

Anti VE-Cadherine D87F2 Cell Signalling Lapin 1/500 1/250 

Anti Chévre HRP sc-2768 Santa Cruz 
 

1/10000 

 Anti Lapin HRP sc-2004 Santa Cruz 
 

1/10000 

 Anti Rat HRP sc-2006 Santa Cruz 
 

1/10000 

 Anti Souris HRP sc-2005 Santa Cruz 
 

1/10000 

 Anti Souris Alexa 488 A-11001 Invitrogene 
  

1/2000 

Anti Lapin Alexa 568 A-11011 Invitrogene   1/2000 

Anti Rat Alexa 488 A-11006 Invitrogene   1/2000 
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3. Approches Fonctionnelles 

3.1. xCELLigence 

La technologie xCELLigence® (Roche) permet de mesurer la  capacité  d’adhésion,  d’étalement  

et de prolifération cellulaire en   mesurant   des   variations   d’impédance      (Keogh, 2010; 

Rahim et Üren, 2011). Les cellules, transfectées ou non,   sont   décollées   à   l’aide   d’Acutase   (Gibco). 

Une fois décollée, les cellules sont comptées (10 000 par puits) puis sont déposées en triplicata dans 

une plaque 96 puits recouverte de  microélectrodes  d’or.  La  plaque  est  ensuite  fixée sur un analyseur 

situé dans un incubateur. Il mesure les  variations  d’impédance  entre  les  microélectrodes  et  les traduit 

en « Cell Index (CI)». Le CI est mesuré toutes les minutes. Les valeurs obtenues sont représentées 

sous forme de courbes évoluant  sur  une  période  de  3  heures  traduisant  ainsi  les  processus  d’adhésion  

et  d’étalement.  La pente de la courbe (dCI/dT) entre 30 min et 1h30 permet de déterminer une vitesse 

d’adhésion   cellulaire.   Ainsi,   plus   la   pente   est forte plus les cellules adhérent (figure n°23). Les 

différents agents pharmacologiques sont ajoutés en même temps que les cellules dans le puits. 

 

 

Figure 23 : Représentation schématique du  fonctionnement  de  L’xCELLigence.  Lorsque les cellules ne sont 

pas présentent, l’impédance  traduite  en « Cell Index » (Z) est à zéro. Plus les cellules vont adhérer au fond plus 

le Cell Index augmente. Les processus de prolifération et de mort cellulaire sont également observables à travers 

de variations du « Cell Index ». 
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3.2. Comblement de blessure – Wound Healing 

Le technique du comblement de brèche ou « Wound healing » consiste à observer le 

comportement et la vitesse des cellules lors de la migration. Les cellules sont ensemencées de façon à 

former un tapis cellulaire au bout de 24h. Une brèche est réalisée au centre de cette monocouche à 

l’aide  d’un  cône de pipette « p200 » puis les cellules décollées sont rincées avec du PBS. La migration 

des cellules pour combler la brèche est observée sous un vidéo-microscope inversé à contraste de 

phase (Leica DMLB) dans une enceinte à température et à atmosphère contrôlées. Des images sont 

prises toutes les 15 minutes sur 4 champs différents et par conditions pendant 24h. Le montage des 

films  et  l’analyse  de  la  surface  de  comblement  de  la  brèche  sont  réalisés  à  partir  du  logiciel  FIJI. 

 

3.3. Redistribution de la fluorescence après photoblanchiment (FRAP) 

Le retour de la fluorescence après photoblanchiment (FRAP)   consiste   en   l’extinction  

localisée de la fluorescence après une exposition temporaire à un laser de forte intensité. Cette 

technique permet de mesurer le retour de la fluorescence dans la zone éteinte et de déterminer ainsi la 

motilité de la protéine marquée dans la cellule (Reits et Neefjes, 2001).  

 

La technique de FRAP a été utilisée dans le cadre du projet 2 pour étudier la motilité de la 

protéine FilGAP. Le FRAP est effectué sur des cellules HT1080 à   l’aide  d’un  microscope  confocal  

Nikon (A1-R-Si,   Plateforme   d’imagerie   micropicell)   équipe   d’un   objectif à immersion d’huile  

(x60 N.A 1,4). Les cellules HT1080,   au   nombre   de   50   000   par   chambre   d’une   lame   Ibidi (µ-slide 

8 chambres, Ibidi)   sont   transfectées   avec   le   plasmide   d’intérêt   (décrite dans le paragraphe 2.1.2). 

L’environnement  est sous une atmosphère contrôlée à 5% de CO2 et à 37°C et le milieu de culture est 

remplacé  par  du  milieu  sans  rouge  phénol  pour  s’affranchir  de  l’auto-fluorescence.  

Une  zone  de  la  membrane  cellulaire  d’environ  1  µm2 (Region of interest, ROI) est dessinée sur 

la surface cellulaire. Cette ROI est excitée par des lasers argon 488 et 568 nm pendant un laps de 

temps court (500 ms). La  séquence  d’acquisition  est  composé  de  3  phases : 1) La mesure  de  l’intensité  

de  fluorescence  de  base  pendant  30  s  à  une  fréquence  d’acquisition d’une  image toutes les 5 secondes. 

2) Le photoblanchiment de la ROI par les lasers durant 500 ms. 3) La mesure  du  retour  de  l’intensité  

de  fluorescence  pendant  1  min  à  une  fréquence  d’acquisition  d’une  image  toutes les 5 secondes (figure 

n°24).  

L’analyse   des   images   est   effectuée avec le logiciel FIJI. Les mesures   d’intensité   sont  

effectuées sur 3 ROI différentes de taille similaire (≈   1µm2) : Une ROI sur la zone de 

photoblanchiment (ROI-1), une ROI dans une zone éloignée de la ROI-1 pour  déterminer   l’effet  du  

photoblanchiment (ROI-2) et une ROI en dehors de la cellule pour déterminer le bruit de fond (ROI-3) 

(figure 24 A). Pour obtenir la valeur moyenne de fluorescence, les valeurs de ROI-3 et ROI-2 sont 

soustraites à la valeur de la ROI-1. Les valeurs de fluorescence avant le photoblanchiment sont ensuite 
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normalisées à 100% et   l’évolution   de   l’intensité   de   fluorescence   est   exprimée en fonction de ce 

pourcentage (figure 25). Le blanchiment est considéré comme efficace lorsque 60 à 80% de la 

fluorescence est éteinte. A partir de ces mesures une courbe représentant le décours de la fluorescence 

en fonction du temps est tracée. Elle suit un décours monoexponentiel d’équation : 

 

𝑓(𝑡) = 𝐴(1 − 𝑒ିఛ௧) 
 

Où : A correspond à la fraction mobile,  𝜏 correspond  à   la  vitesse  de   l’exponentielle, t correspond au 

temps. A partir de cette équation, la fraction mobile et immobile de la protéine ainsi que le t1/2 ont été 

déterminés (figure n°24 B et figure n°25). 

 

 
 

Figure 24 : Représentation schématique du mécanisme de FRAP. L’intensité  de   fluorescence  des   cellules  

exprimant les protéines fluorescentes est   mesurée   pendant   30   secondes   avant   d’éteindre   la   fluorescence.   Le  

retour  de  la  fluorescence  est  ensuite  mesuré  jusqu’à  atteindre  un  plateau.  Cette  courbe  nous  permet  de  mesurer  la  

fraction mobile et immobile ainsi que la t1/2 correspondant au temps pour obtenir 50% de la fraction mobile. 
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Figure 25 : Exemple  d’une  feuille  d’analyse  de  FRAP. Les  valeurs  d’intensité  obtenues  pour  chaque  ROI  (en  rouge)  permettent de déterminer  l’intensité  de  fluorescence 

réelle en fonction du temps (en bleu). Ces valeurs sont ensuite normalisées exprime  en  pourcentage  par  rapport  à  l’intensité de fluorescence avant le blanchiment (en vert). A 

partir de ces valeurs, on détermine la phase de plateau ainsi que le t1/
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3.4. Compaction de gel de collagène I 

Cette technique est utilisée pour étudier l’activité contractile des cellules ainsi que leurs capacités 

à réorganiser la matrice au sein d’un  environnement  3D.   

Les cellules sont ensemencées à une concentration voulue (500 000 cellules.ml-1) dans un 

volume de collagène I à une concentration finale de 1,5 mg.ml-1. Pour un gel de collagène à une 

concentration X et de volume Y, les quantités de réactifs nécessaires sont : 

 

Tableau 4 : Récapitulatif des différents volumes de réactifs pour réaliser les gels de collagène avec un 

exemple pour un gel de collagène de 1 ml à 1,5 mg.ml-1. 

 Pour un gel de concentration X et de volume finale Y Pour un gel à 1,5 mg.ml-1 et de volume finale de 1 ml 
 

Collagène I (5 mg.ml-1) 
V1 

( X ) x ( Y ) 1,5 x 1 
0,3 

Concentration initiale de collagène 5 

PBS 10X (pH4,4) V2 V1/10 0,3 /10 0,03 

NaOH 1N V3 V1 x 0,025 0,3 x 0,025 0,0075 
Cellules (500 000 

celulles.ml-1) + milieu de 
culture 

Y - (V1+V2+V3) 1 - (0,3+0,03+0,0075) 0,5925 

 

 

Le mélange est réalisé dans un tube stérile où le collagène, le PBS et le NaOH sont mélangés. 

Ce mélange est complété avec le volume nécessaire de milieu et de cellules pour avoir une 

concentration de 500 000 cellules.ml-1 (tableau 4). Les gels de collagène sont coulés au fond des boites 

de culture selon 2 procédés : 

x Soit 1 gel de 500 µl est coulé dans un puits de 16 mm de ⌀  puis  libéré  à  l’aide  d’une  pipette  

pasteur stérile dont  l’extrémité  a  été  rodée  pour  faciliter  son  glissement  au  fond  de  la  boire  de  culture  

et éviter de déchirer le gel. Ceci permet de former un  disque  d’environ  500  µm  d’épaisseur. Le disque 

contient 250 000 cellules. 

x Soit   plusieurs   gels   de   40   µl   sont   coulés   au   fond   d’un   puits   de   35   mm   de   ⌀. La boite est 

retournée pour que la gravité facilite la   formation  d’un  dôme.  Les  dômes  sont   libérés  à   l’aide  de   la 

pipette pasteur. Chaque dôme contient 20 000  cellules. 

Le mélange est  mis à polymériser 1h à 37°C sous une atmosphère de 5% de CO2.Une fois 

polymérisé, le milieu  de  culture  est  ajouté  et  les  gels  sont  remis  dans  l’incubateur  pour  que  les  cellules  

s’adaptent  à  leur  environnement  3D.  Au  bout  de  24h,   le gel est détaché du fond de la boite où il va 

flotter librement (figure n°26). Le gel est photographié à différents temps pour déterminer le diamètre 

des gels au cours du temps. Le diamètre est mesuré à l’aide  du  logiciel  Fiji  et  est  exprimé  en  fonction  

du diamètre à t0. Il  est  possible  de  réaliser  un  immunomarquage  sur  les  gels  une  fois  qu’ils  sont  fixés 
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Figure 26 : Représentation de la compaction des gels de collagène.  Les gels (en jaune) contenant les cellules 

(en   rouge)   polymérisent   1   h   avant   d’être   libérés.   Le  milieu   (en rose) est ajouté à ce moment là entrainant la 

flottaison des gels. Les schémas sont représentés en vue supérieure et en vue latérale. 
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4. Approches biochimiques 

4.1. Extraction protéique 

Les cellules sont rapidement rincées avec du PBS 1X à 4°C pour limiter la déphosphorylation 

et la dégradation de protéines. Elles sont lysées de façon mécanique à   l’aide   d’un   grattoir  dans un 

volume de tampon de lyse adéquat (tableau n°5). Le choix du tampon de lyse est déterminé en 

fonction  du   type  d’expérimentation.  La lyse se poursuit par une agitation à 4°C pendant 5 min afin 

d’augmenter   son   efficacité. Les échantillons sont ensuite centrifugés pendant 5 min, à 15 000g et à 

4°C pour séparer les débris cellulaires et les noyaux du surnageant. La concentration protéique de 

chaque échantillon est déterminée par la méthode de coloration protéique basée sur   l’acide  

bicinchonique (BCA, Pierce-Thermoscientific) en la comparant à une gamme étalon de BSA (0 à 

2 mg.ml-1). Ceci permet d’effectuer  les  expériences  sur  des  quantités  normalisées  de  protéines (25 µg). 

Le dosage est  effectué  sur  10  µl  d’échantillon dilué au 1/10e en duplicata auquel on ajoute du réactif 

BCA. Après une incubation de 30 min à 37°C, la densité optique est lue à 560 nm   à   l’aide   d’un  

spectrophotomètre (Victor X3). Tous les lysats cellulaires sont homogénéisés et aliquotés à une 

concentration de 1µg.µl-1, soit pour être utilisés directement soit pour être congelés à -20°C. 

 

Tableau 5 : Composition des différents tampons de lyse et du volume utilisé en fonction de la boite. Les 

tampons   de   lyse   reposent   sur   la   base   d’un   sel,   d’un   détergent   et   d’un   tampon   pH.   Différents   cocktails  

d’inhibiteurs      de   phosphatases   sont   ajoutés   extemporanément.   Le   choix   du   tampon   de   lyse   dépend   de  

l’expérience  réalisée  par  la  suite.  Le  volume  du  tampon  de  lyse  dépend  des  conditions  de  culture. 

RhoGEF Buffer 
 

NETF Buffer 
 

RBD Buffer 
NaCl 150 mM 

 
NaCl 100 mM 

 
NaCl 500 mM 

Hepes (pH7.5) 20 mM 
 

Tris HCl (ph7.8) 50 mM 
 

Tris HCl (ph7.8) 50 mM 
Triton X-100 1% 

 
Nonidet P-40 1% 

 
Triton X-100 1% 

MgCl2 5 mM 
 

EGTA 2 mM 
 

SDS 0,10% 
DTT 1 mM 

 
NaF 50 mM 

 
Déoxycholate 0,50% 

PMSF 1 mM 
 

PMSF 1 mM 
 

MgCl2 10 mM 
AP 1X 

 
AP 1X 

 
PMSF 1 mM 

   
Na3VO4 2 mM 

 
AP 1X 

 
Laemmli 

   Tris HCl (pH 6,8) 65 mM 
 

Boite Volume 
Glycérol 10% 

 
6 puits (9,4 cm2) 200 µl 

SDS 2% 
 

60 mm ∅ (21,3 cm2) 600 µl 
DTT 10 mM 

   H2O qsp 
   bleu de bromophenol pointe 
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4.2. Séparation par affinité – « Pull Down » 

Cette technique consiste à vérifier  l’interaction  entre différents partenaires in vitro grâce à des 

constructions peptidiques. Ces constructions peptidiques sont couplées à la Glutathione S-Transferase 

(GST) permettant  de  les  lier  à  des  billes  d’agarose-glutathione.  

Par   exemple   pour   mesurer   l’activité   de   petites   protéines   G   monomériques,   j’utilise   des  

constructions GST-Rothekine pour RhoA (GST-RTK) et des constructions PAK Binding Domain 

(GST-PBD) pour Rac qui sont des cibles de ces 2 GTPases. Les constructions GST-RhoA Q63L et 

GST-Rac Q61L sont des constructions dominantes positives où la mutation d’un acide aminé empêche 

l’hydrolyse  du  GTP. Elles permettent de mesurer  l’activité  des GEF et GAP qui se fixent sur elles. Ces 

constructions ont été obtenues   auprès  de   l’équipe   de  Gervaise  Loiret de UMR 1087 – L’Institut du 

thorax (Guilluy et coll., 2011). 

 

 Production des protéines recombinantes 4.2.1.

Les protéines de fusion ainsi que la protéine GST seule (contrôle négatif) sont produites à 

partir de culture bactérienne de BL  21   transformées.  Un  clone   isolé  d’une boite de pétri est mis en 

pré-culture dans 50 ml de milieu LB – Ampicilline (100 µg/ml) pendant toute la nuit. Les 50 ml de 

bactéries sont ensuite dilués dans 500 ml de LB – Ampicilline pendant 2h à 37°C pour être amplifiées. 

La croissance bactérienne est mesurée toutes les 15 minutes par la mesure de la densité optique (DO). 

La  DO  de   départ   est   au   environ   de   0,05   et   lorsqu’elle   atteint   0,8,   les   bactéries   sont   considérées   en  

phase exponentielle de croissance. A ce moment là, la synthèse du plasmide par les bactéries est 

induite par   l’ajout   de 100  µM  d’IPTG toute la nuit mais à une température de 24°C. Les bactéries 

induites sont aliquotées par 50 ml puis sont centrifugées à 5000g pendant 15 min à 4°C. A ce stade, les 

culots bactériens induits peuvent être soit lysés directement soit congelés à -20°C (conservation 1 à 

2 mois). 

Le culot bactérien est lysé dans 5 ml de tampon RhoGEF buffer (tableau n°5). Une fois 

resuspendu, il est soniqué pendant 1 min à 40% de charge à  une   fréquence  d’1  Hz dans un bac de 

glace. Les lysats sont ensuite centrifugés à 27 000g pendant 15 min à 4°C. Le surnageant bactérien 

contenant la protéine de fusion est ensuite   incubé   avec   500   µl   billes   d’agarose-glutathion 

(Macherey-Nagel) préalablement équilibrées dans le tampon de lyse adéquate pendant 1h à 4°C. Les 

billes couplées aux protéines sont lavées 3 fois avec du tampon de lyse après chaque centrifugation à 

1500 g pendant 1min à 4°C. Les billes couplées aux protéines de fusion sont congelées à -20°C et 

conservées au maximum pendant 3 semaines dans 50% de glycérol. 

Le niveau de purification des protéines de fusion est vérifié par électrophorèse pour estimer la 

concentration protéique fixée sur les billes en la comparant à une gamme étalon de BSA. Le gel 

d’électrophorèse  est coloré grâce à une solution de bleu de Coomassie (65% eau, 30% méthanol, 5% 

acide acétique, 0.025% bleu de Coomassie) pendant toute la nuit puis décoloré dans une solution 
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contenant (65% eau, 30% méthanol, 5% acide acétique) jusqu'à ce que des bandes apparaissent. Une 

autre alternative à la coloration au bleu de Coomassie consiste à utiliser des gels à gradient « Stain 

free » (Biorad). Cette technologie permet de marquer tous les résidus tryptophanes présents et de faire 

apparaître les bandes grâce aux UV. 

 

 Le Pull Down 4.2.2.

Les cellules sont lysées dans un tampon adapté dépendant du  type  d’expérience réalisée. En 

effet,   le   RhoGEF   buffer   est   utilisé   pour   la   mesure   de   l’activité   des   effecteurs de RhoA et de Rac 

(GST-Rho Q63L et GST-Rac  Q61L)  et  le  RBD  buffer  pour  la  mesure  de  l’activité  de  RhoA  ou  de Rac 

(GST-RTK et GST-PBD) (décrit dans le paragraphe 4.1). Les protéines dosées sont incubées avec des 

billes couplées à 300 µg de protéines de fusion pendant 45 min. Le volume de bille utilisé est 

dépendant de la quantité de protéines de fusion fixée dessus. 25 µg de lysat total de chaque échantillon 

sont conservés afin de quantifier la   forme   totale  de   la  protéine  d’intérêt   étudiée.  Les  billes  de GST 

seules vont permettre de déterminer les signaux aspécifiques. Les complexes billes-protéines sont 

lavés 3 fois avec 1 ml de tampon de lyse et centrifugés à 1500g pendant 1 min à 4°C entre chaque 

lavage. Les complexes sont repris dans 50 µl de tampon de Laemmli puis chauffés à 95°C pendant 5 

min pour décrocher les protéines fixées aux protéines recombinantes. Les lysats totaux et ceux issus de 

la séparation sont  déposés  sur  des  gels  d’électrophorèse  et un western blot est réalisé par la suite. 

 

4.3. Co-immunoprecipitation 

 Principes 4.3.1.

Cette méthode a été mise au point initialement pour enrichir les solutions protéiques en 

protéines d'intérêt. Cependant, elle permet également de mettre en évidence des protéines 

interagissant, directement ou indirectement, avec la protéine  d’intérêt. 

 

 Protocoles 4.3.2.

Après transfection et/ou stimulation, les cellules sont lysées dans du tampon de lyse NETF 

(décrit dans le paragraphe 4.1). Après le dosage protéique, une partie est prélevée (25 µg) pour 

déterminer la fraction totale présente  dans  l’échantillon et une quantité égale de protéines (entre 250 et 

500 µg) est utilisée pour réaliser les immunoprecipitations. Les immunoprecipitations sont réalisées 

selon 2 protocoles différents : 

 

x L’immunoprecipitation   « classique » : Pour chaque échantillon, j’associe   30 µl de billes 

magnétiques recouvertes de protéines G (Invitrogen) avec 6   µg   de   l’anticorps d’intérêt. Dans un 

premier temps, les billes magnétiques sont rincées 3 fois avec du PBS (pH 7,4) puis incubées avec les 



- Matériel et Méthodes - 

 - 65 -  

anticorps spécifiques des protéines à immunoprécipiter pendant 40 min à température ambiante sous 

une légère agitation. Les complexes billes-anticorps (B – A) sont rincés 3 fois avec 1 ml de 

PBS - 0,1% tween 20. Dans un second temps, les complexes B – A sont incubés avec 250 µg ou 500 

µg de protéines pendant 2h à 4°C sous agitation. En parallèle, un lysat cellulaire est incubé avec un 

autre anticorps du même isotype que la protéine à immunoprécipiter afin de détecter le signal non 

spécifique (contrôle négatif). Les complexes protéines – B – A sont récupérés grâce à un portoir 

aimanté et lavé 3 fois comme précédemment. Les billes magnétiques sont resuspendues dans 50 µl de 

Laemmli (décrit dans le paragraphe 4.1) sans DTT puis elles sont chauffées 5 min à 95°C afin de 

décrocher les protéines des complexes billes-anticorps. Les surnageants contenant les protéines sont 

re-dénaturés en présence de 1 mM de DTT  pendant 5 min à 95°C. Les surnageants sont déposés sur 

un   gel   d’électrophorèse   (décrit   dans le paragraphe 4.5) pour détecter les protéines susceptibles de 

former des interactions avec les protéines immunoprecipitées.   

 

x L’immunoprecipitation « commerciale » : Le principe est le même que précédemment excepté 

que le complexe B – A  est  prêt  à  l’emploi   (séquence HA, GFP ou C-myc). Les lysats cellulaires dosés 

(250 µg ou 500 µg) sont associés avec 50 µl de billes magnétiques - anticorps (Kit Mitlteny) pendant 

30 min à 4°C. Les complexes billes magnétiques - anticorps ainsi formés sont déposés sur des 

colonnes préalablement équilibrées. Les colonnes sont rincées avec du tampon de rinçages 

(150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5 % Sodium déoxycholate, 0,1% SDS, 50 mM tris HCl pH 6,8) Les 

protéines sont ensuite éluées  dans  50  µl  de  tampon  d’élution proche du Laemmli (50 mM Tris HCl pH 

6,8, 50 mM de DTT,  1% SDS, 1 mM EDTA, 10% glycerol, bleu de bromophénol) à 95°C. Les 

élutions sont déposées sur  un  gel  d’électrophorèse  (décrit  dans  le  paragraphe 4.5).  

 

4.4. Test  d’interaction  lipide-protéine 

Le kit de « PIP Strips » (P-6001 10pk, Echelon) est constitué de membranes hydrophobes (2 x 

6 cm) de nitrocellulose où ont été déposés différents « spot » de 100 pmoles de 8 phosphoinositides et 

de 7 autres lipides biologiques importants (figure n°27). Ces membranes permettent de déterminer si 

une  protéine  d’intérêt  interagit  avec  un ou plusieurs lipides présents. 

Les cellules transfectées transitoirement avec les différentes constructions étudiées sont lysées 

dans du tampon NETF (tableau 5) puis dosées. La membrane de nitrocellulose est préalablement 

saturée 1h dans un volume de TBS-T (≈25  ml) composé de 150 mM NaCl, de 10 mM de Tris-HCl à 

pH 8 et de 0,1% de tween 20 auquel 3% de BSA est ajoutée. Chaque membrane est incubée dans un 

volume de 2 ml de TBS-T 3% de BSA contenant 25 µg de lysats cellulaires ainsi que l’anticorps  

primaire spécifique (tableau n°2). Elles sont incubées toute la nuit à 4°C sous une légère agitation. La 

membrane est rincée 3 fois toutes les 10 min avec environ 20 ml TBS-T puis  incubée  avec  l’anticorps  

secondaire spécifique couplé à la HRP pendant 1h dans 20 ml de TBS-T 3% de BSA. La membrane 
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est encore rincée 3 fois toutes les 10 min avec environ 20 ml TBS-T puis révélée avec le kit de 

détection ECL. En parallèle, un western blot est réalisé avec 25 µg de lysats cellulaires pour s’assurer  

d’avoir  déposer  la  même  quantité  de  protéines  pour  chaque  condition (décrit dans le chapitre 4.5). 

 

Figure 27 : Représentation schématique des membranes de PIP Strips. La disposition des « spots » de 

lipides est représentée par des ronds numérotés sur le schéma. Chaque spot contient  100  pmoles  d’un  lipide. 

 

4.5. Le western blot 

La technique de western blot permet de révéler le  niveau  d’expression  d’une  ou  de  plusieurs  

protéines dans des lysats à  l’aide  d’anticorps  spécifiques. 

Le lysat protéique dénaturé est déposé sur un gel d’acrylamide dont le pourcentage varie en 

fonction  du  poids  moléculaire  des  protéines  d’intérêts  (4-15%, 10% ou 12%). Le gel est alors soumis à 

un courant électrique d’ampérage  constant (20 mA par gel). Les protéines chargées négativement par 

le SDS présent dans le laemmli et dans le gel  d’acrylamide migrent  d’autant  plus  rapidement  qu’elles  

sont de faible poids moléculaire. Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(Transblot, Biorad) qui est ensuite incubée dans une solution de rouge Ponceau pendant 30 sec. Cette  

étape permet de vérifier l’efficacité  du  transfert  et,  à  titre  indicatif,  de  l’homogénéité  des  dépôts. Les 

membranes sont incubées dans une solution de tampon TBS à 0,1% de Tween 20 auquel on ajoute 5% 

de lait pendant 30 min afin de saturer les sites non spécifiques. Elles sont ensuite incubées toute la nuit 

avec l’anticorps   spécifique   de   la   protéine   recherchée dilué dans une solution de TBS-T 5% de lait 

(tableau n°2). Les membranes sont lavées 3 fois pendant 10 min puis incubées dans une solution de 

TBS-T 5% de lait contenant un anticorps secondaire dirigé contre l’anticorps primaire (tableau n°2). À 

nouveau, 3 lavages de 10 min sont nécessaires  pour  éliminer   l’excédant d’anticorps  secondaire.  Cet 

anticorps secondaire est couplé à la HRP (Horse Raddish Peroxidase) qui émet une luminescence en 

présence   d’un   réactif  de révélation ECL (Enhanced ChemiLuminescence). Cette luminescence peut 
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être  visualisée  à   l’aide  d’une  caméra  (système  Imager  de  GE  Healthcare).  Les   images  obtenues  sont  

analysées  à  l’aide  du  logiciel FIJI. 

 

5. Immunomarquage 

Les cellules sont ensemencées (50 000 cellules) sur des lames de verre recouvertes de 

fibronectine à 20 µg.ml-1.  La  durée  de  la  phase  d’adhésion  et  d’étalement  est  variable en fonctions des 

différentes expériences. Les cellules sont rincées 2 fois avec du PBS Ca2+/Mg2+ puis fixées avec du 

paraformaldéhyde (PFA) à 4% pendant 15 min. Une fois fixées, Elles sont rincées avec du PBS et 

perméabilisées   à   l’aide   de Triton X-100 à 0,1% mélangé à 50 mM de NH4Cl. Les lamelles sont 

incubées avec  l’anticorps  primaires  à  différentes  dilutions  en  présence  de  2  %  de  BSA  pou  saturer  les  

sites aspécifiques pendant 1h. Apres 3 rinçages au PBS, les anticorps secondaire couplés à différents 

fluorochromes sont incubés, toujours avec 2% de BSA, pendant 1 h. Des molécules de phalloïdine 

couplé à de la rhodamine (fluorochrome rouge) ont été utilisées pour marquer  les  filament  d’actine  F  

et le DAPI quant à lui a permis de marquer le noyau des cellules en bleu. Les lamelles sont montées 

sur des lames de verre   à   l’aide   de   « Prolongold » (Invitrogen). Les images sont prises sur un 

microscope à épifluorescence Zeiss ou sur un microscope confocal Nikon. 

 

6. Statistiques 

Les   résultats   sont   présentés   sous   la   forme   d’histogramme   ou   de   courbe   avec   les   erreurs  

standard à la moyenne (SEM) et les étoiles représentant le degré de significativité (p<0.05 au 

minimun). Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 fois (n précisé dans la légende). Les 

tests non paramétriques de Mann et Whitney, de Kruskal-Wallis ainsi que  l’Analyses de Variance à 2 

voies (Two-ways ANOVA) ont été utilisés en fonction des différentes expériences. 



 

 - 68 -  

  
 
 
 
 
 
 
 
 

-  Résultats - 
  



- Résultats - 
 

 - 69 -  

 
 
 
 
 
 
 

Projet n°1 
 

Etude des mécanismes moléculaire et cellulaire liée 
aux mutations de la FLNa impliquée dans des 

dystrophies valvulaires 
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1. Introduction 

La prévalence des PVM non syndromiques est en constante progression dans les pays 

développés cependant aucun mécanisme physiopathologique n’a encore été mis en évidence. Cette 

pathologie fait partie des dystrophies valvulaires non syndromiques et est caractérisée par une 

augmentation   de   la   longueur,   de   l’épaisseur   et   de   la   rigidité   des   feuillets   valvulaires due à un 

remodelage de la matrice extracellulaire. Les mutations du gène FLNA ont été identifiées dans une 

dystrophie valvulaire liée au chromosome X (Kyndt et coll., 2007). Ce gène code pour la FLNa 

connue  pour  réguler  le  cytosquelette  d’actine  et  de  nombreuses  voies de signalisation.  

 

L’objectif   de   cette   étude est de comprendre les mécanismes physiopathologiques liés aux 

mutations de la FLNa. 

 

Pour  analyser  l’impact  de  ces  mutations,  nous  avons  établi  des  lignées  cellulaires  exprimant  de  

façon stable les FLNa-WT, G288R ou P637Q dans un modèle de mélanome humain  n’exprimant  pas  

de façon endogène la FLNa (Cunningham et coll., 1992). Les cellules KO pour la FLNa présente une 

désorganisation  du  réseau  cortical  d’actine  ce  qui  conduit  à  la  formation  de  « blebs ». La formation des 

blebs est associée à une migration   amœboïde, une activité de RhoA et une activité contractile 

augmentée. La réexpression des FLNA-WT ou mutée supprime la formation des blebs suggérant une 

réorganisation  du  cytosquelette  d’actine  corticale.  Cependant,  les  cellules  exprimant  les  FLNa  mutées  

ont   une   surface   cellulaire   plus   petite   avec   des   défauts   d’adhésion,   d’étalement   et   de  migration.  De  

façon intéressante,   l’ajout   d’un   inhibiteur   de   la   Rho   kinase   permet   de   restaurer   les   capacités  

d’adhésion  et  d’étalement  des  cellules  exprimant   les  FLNa  mutées. En utilisant la technique de Pull 

down,   j’ai   mis   en   évidence   une   dérégulation   de   ces   protéines   en   faveur   d’une augmentation de 

l’activité  de  la  protéine  RhoA  et  d’une  diminution  de  l’activité  de  Rac. 

 

L’ensemble   de   ces   données   indique   que   les   mutations   de   la   FLNa modifient la balance 

RhoA/ Rac   en   faveur   de   l’augmentation   de   l’activité   de   RhoA.   La   FLNa   a   été   décrite comme 

interagissant avec la protéine FilGAP et participe à la régulation de   l’activité   de   Rac 

(Ohta et coll., 1999; 2006).  Les  mutations  modifient  l’interaction  avec  la  protéine  FilGAP. 

 

 La régulation de la balance RhoA/rac est cruciale pour la réponse cellulaire lors du stress 

mécanique. Les mutations de la FLNa dérégulent cette balance et par conséquent participent à une 

réponse non adaptée lors du stress mécanique. 
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2. L’article 
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3. Mises  en  évidence  d’un  autre  mécanisme physiopathologique 

Les mutations de la FLNa altèrent la balance RhoA/Rac et mettent en évidence le rôle de 

FilGAP dans cette dérégulation. Cependant, certaines questions restent en suspend notamment 

« Comment les mutations de la FLNa modifient-elles  l’activité  de  RhoA ? » ou « Quel est le lien entre 

une  augmentation  de  l’activité  de  RhoA  et  la  physiopathologie des valves? ».  

Des études précédentes ont  montré  qu’une  suractivité  de  RhoA  ou  une  diminution  de  l’activité  

de Rac conduisent à des atteintes valvulaires mais   aucun   lien   n’a   été   établi   avec   la   FLNa  

(Sanematsu et coll., 2010; Tan et coll., 2013; Bouchareb et coll., 2014). Pour tenter de répondre à ces 

questions, nous nous sommes intéressés aux protéines interagissant dans la partie N-terminale de la 

FLNa   afin   d’identifier   un   ou   des   partenaires   potentiellement   responsables   de   l’augmentation de 

l’activité  de  RhoA. 

Les protéines qui interagissent avec la FLNa le font majoritairement dans la partie C-

terminale. Or les mutations identifiées dans la dystrophie valvulaire liée aux mutations de la FLNa 

sont localisées dans les 8 premiers domaines (domaines 1, 4, 5 et 6-8 ; Figure n°9C - Introduction -) 

(Kyndt et coll., 2007). Parmi les quelques protéines déjà identifiées, on trouve la protéine R-ras, une 

protéine G monomérique décrite comme interagissant avec le 3e domaine répété (Gawecka et coll., 

2010). Son interaction avec la FLNa permet de maintenir R-ras   active   et   d’améliorer   les   processus 

d’adhésion  et  de  migration  en  maintenant  les  intégrines  à  la  membrane.  Cette  interaction,  FLNa-R-ras, 

est également impliquée dans le maintien de la barrière endothéliale en empêchant la phosphorylation 

de VE-Cadhérine (Griffiths et coll., 2011). Néanmoins, nos travaux ont démontré les mutations de la 

FLNa   n’affectent   pas   l’interaction   avec   la   protéine R-ras (Duval et coll., 2013). Les premiers 

domaines répétés de la FLNa également interagissent avec la protéines PKC ou la vimentine pour 

réguler la formation des filaments intermédiaires. Ces filaments participent au maintien de la structure 

de la cellule. Cependant, parmi ces quelques protéines, aucune n’est impliquée directement ou 

indirectement  dans  le  maintien  de  l’activité  de  RhoA. 

De   précédents   travaux   initiés   au   laboratoire   avaient   pour   but   d’identifier   de   nouveaux  

partenaires interagissant  avec  les  8  premiers  domaines  répétés  de  la  FLNa.  L’hypothèse  sous-jacente 

étant  que  les  mutations  de  la  FLNa  modifieraient  l’interaction  avec  l’un  de  ses  partenaires.  

 

3.1. Identification  d’une  nouvelle  protéine : La tyrosine phosphatase PTP-PEST 

Les   premiers   tests   d’interaction ont été effectués par la société « Hybrigenic » avec une 

approche  de  double  hybride  contre  une  banque  de  cDNA  humain.  La  technique  permet  d’identifier  des  

interactions   protéiques   grâce   à   la   reconstruction   d’un   facteur   de   transcription fonctionnel. Dans un 

premier temps, cette société a réalisé un screening des protéines interagissant avec une construction 

contenant uniquement les 8 premiers domaines répétés ainsi que le 24e domaine répété de la FLNa. 
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Elle a établi une liste de protéines interagissant avec cette construction. Parmi ces partenaires, nous 

nous sommes intéressés à la protéine PTP-PEST (décrite dans le paragraphe 3.3 - Introduction -). Ce 

partenaire   est   intéressant   puisqu’il   est   impliqué   dans   la   régulation   de   la   phosphorylation de 

nombreuses protéines participant au contrôle des adhésions focales. De plus, PTP-PEST régule 

l’activité  d’une  GAP  de  RhoA  qui  pourrait  être  responsable  de  l’augmentation  de  son  activité. 

J’ai  entrepris  de  tester si les mutations de la FLNa modifient  l’interaction  avec  cette  protéine.  

Pour ce faire, différentes approches expérimentales ont été utilisées. 

 

 Technique de Double Hybride 3.1.1.

Le   principe   de   la   technique   de   double   hybride   en   levure   repose   sur   la   reconstitution   d’un  

facteur transcriptionnel fonctionnel. Pour cela, on utilise une protéine de fusion contenant un domaine 

de   liaison   à   l’ADN  et  une   autre  protéine  de   fusion  contenant  un  domaine  d’activation. Lorsque ces 

2 protéines interagissent, elles reconstituent le facteur de transcription et permettent la transcription 

d’un  gène  rapporteur.  La  protéine  FLNa-WT ou mutée est fusionnée au domaine  de  liaison  à  l’ADN 

du facteur de transcription Gal4. La sélection des levures synthétisant ces protéines de fusion 

s’effectue  sur  un  milieu  de  culture  dépourvu  en  leucine  car  elles expriment une enzyme nécessaire à la 

synthèse de cet acide aminé. La protéine de fusion PTP-PEST est fusionnée avec le domaine 

d’activation  et   la   sélection  des   levures   s’effectue  quant à elle sur un milieu de culture dépourvu en 

tryptophane.  L’interaction  entre  ces  2  protéines  permet  le  rapprochement  des  2  domaines  (domaine  de  

liaison  à  l’ADN  et  domaine  d’activation)  ce  qui  active  la  transcription  du  gène ß-Gal4 (figure n°28). 

Ces 2 constructions sont co-transfectées dans une souche de levure : Saccharomyces cerevisae 

PJ69-4A.  Un  test  d’auxotrophie  (qualitative)  et  un  test  colorimétrique  (quantitative)  sont  réalisés  avec  

ces levures transformées pour estimer  l’interaction  entre  les  FLNa  et  la  protéine  PTP-PEST. 

 

 

Figure 28 : Représentation schématique du mécanisme du double hybride en levure. La protéine FLNa est 

associée   au   domaine   de   liaison   à   l’ADN   (DNA-BD) et la protéine PTP-PEST est associée au domaine 

(activation D). Si les 2 protéines interagissent, elles forment un facteur de transcription fonctionnelle qui va 

permettre  la  synthèse  d’une  enzyme  (ici  la  ß-Gal4). 
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x Test  d’auxotrophie : Les levures transformées avec les 2 constructions poussent sur un milieu 

minimum de culture (Yeast Nitrogen Base) dépourvu en leucine et en tryptophane. Une fois les 

levures sélectionnées et amplifiées, elles sont ensemencées sur une boite de gélose ne contenant ni 

leucine, ni tryptophane, ni histidine. En effet, l’interaction   entre   les   2   protéines   (FLNa/PTP-PEST) 

permet de reconstituer le facteur de transcription Gal4. Ce facteur Gal4 permet la synthèse de 

l’enzyme  nécessaire  à  la  production  d’histidine.  Si  l’interaction  existe  bien  entre  les  2  protéines alors 

les levures sont capables de pousser sur un milieu appauvri en histidine. A noter que cette technique 

est qualitative.  

Ce test a montré que sur un milieu sans histidine, les levures exprimant la FLNa-WT et 

PTP-PEST sont capables de pousser alors que peu de clones exprimant les FLNa mutées sont 

présentes (figure 29-A).  Ce  résultat  suggère  que  les  FLNa  mutées  n’interagissent  pas  ou  peu  avec  la  

protéine PTP-PEST. 

 

 

Figure 29 :  Modification   de   l’interaction   entre   la   FLNa et PTP-PEST. A. test   d’auxotrophie   vis-à-vis de 

l’histidine.  Les   levures   transformées  ou  non  avec   les  différents  plasmides  (FLNa  et  PTP-PEST) sont déposées 

sous formes de patch sur des boites de culture sans Leucine, tryptophane et histidine (LWH-). Seules les levures 

témoin + et FLNa-WT/PTP-PEST poussent sur le milieu de culture. B. Test colorimétrique de la dégradation de 

ONPG en ONP par la ß-galactosidase.  Les  résultats  sont  représentés  sous  forme  d’histogrammes  en  unité    de  ß-

galactosidase (unité arbitraire). N=4, p<0.01. 

 

x Test Colorimétrique : Ce test repose sur la capacité de dégradation de l’Ortho-Nitro-Phényl-

Galactoside (ONPG) en Ortho-Nitro-Phényl (ONP) grâce à   l’enzyme   ß-Galactosidase. La quantité 

d’ONP   est   proportionnelle   à   la   quantité   d’enzyme   présente.   Comme   dans   le   test   d’auxotrophie,  

l’expression   de   la   ß-galactosidase est sous la dépendance du promoteur Gal4. La quantité de 
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ß-Galactosidase exprimée est proportionnelle à  l’interaction  réalisée entre  les  2  protéines.  L’avantage  

de  cette  technique  est  qu’elle  est  quantitative  comparée  au  test  d’auxotrophie. 

Ces tests montrent une  diminution  de  l’interaction  de  l’ordre  de  60%  entre  les  FLNa  mutées  et  

PTP-PEST (figure 29-B).  

 

 Technique de Pull down 3.1.2.

Ces résultats de double hybride ont été confirmés par la technique de Pull Down (décrite dans 

la partie Matériel et Méthodes - 4.2) en utilisant des cellules de mélanomes exprimant les FLNa WT 

ou P637Q et des constructions de GST PTP-PEST. Ces constructions sont constituées de la GST et des 

acides aminés 600 à 709 de la protéine PTP-PEST qui forment le   site   d’interaction   de   la   FLNa 

(Playford et coll., 2006).   La   seconde   construction   est   semblable   à   la   première   à   l’exception   de   5  

prolines qui sont délètées (construction PTP-PEST  ΔPro4).  Elle   sert  de contrôle négatif puisque ces 

prolines  correspondent  au  site  d’interaction  entre  PTP-PEST et la FLNa (Playford et coll., 2006). 

 

 

Figure 30 :   Perte   de   l’interaction   entre   la   FLNa-P637Q et PTP-PEST.  La technique de pull down a été 

utilisée avec des constructions de GST seul (contrôle -), GST-PTP-PEST WT et GST-PTP-PEST ΔProline   4  

(sans   zone   d’interaction   avec   la   FLNa).   Un   dépôt   de   25  µg   d’échantillon   total   est   déposé   pour   normaliser   la  

quantité de FLNa présente. N=3, ** p<0.01. 

 

 

Les  signaux  observés  sur  le  western  blot  sont  spécifiques  puisqu’il  n’y  a  pas  d’interaction  avec  

la  protéine  GST  ou  les  billes  d’agaroses.  La  FLNa-WT interagit avec la construction PTP-PEST alors 

qu’il   n’y   a   peu   d’interaction avec la FLNa-P637Q (diminution de 80%).   Lors   de   l’utilisation   de   la  
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construction PTP-PEST  ΔPro4,  l’interaction  avec  la  FLNa-WT ou P637Q est diminuée de 60% et de 

80%, respectivement (figure n°30). 

 

Ces  résultats  confirment  une  diminution  de   l’interaction  entre la FLNa-P637Q et la protéine 

PTP-PEST obtenues en double hybride. 

 

 Technique  d’Immunoprécipitation 3.1.3.

Les  2  techniques  précédentes  sont  des  approches  où  l’on  utilise  des  constructions  protéiques  

pour observer des interactions dites «  in vitro ». Pour s’assurer   de   la   validité   de   nos   résultats  

« in vitro » j’ai  réalisé  des  Co-IP. 

 

Pour cela, les cellules de mélanome M2 ont été co-transfectées avec des constructions codant 

pour   la   FLNa  marquée   à   l’aide   de   la   GFP   et   la   protéine   PTP-PEST marquée   à   l’aide   du   tag HA. 

La protéine PTP-PEST  a  été  immunoprécipitée  grâce  à  l’anticorps  HA  et  la  présence  de  la  FLNa  a  été  

révélée  grâce  à  l’anticorps  GFP. 

Les Co-IP illustrées ci-dessous montrent  que   l’interaction  entre   la protéine PTP-PEST et les 

FLNa-G288R/P637Q est diminuée   d’environ   60 % comparée à   l’interaction   entre   la protéine 

PTP-PEST et la FLNa-WT (figure n°31 A).  

La encore, la   spécificité   d’interaction   a   été   testée   entre   ces   2   protéines   à   l’aide   de   la  

construction PTP-PEST   ΔPro4. Les résultats obtenus avec cette construction montrent que 

l’interaction   avec   la   FLNa-WT est diminuée d’environ   50%   ce   qui   correspond   au niveau à celui 

observé entre la protéine PTP-PEST et les FLNa mutées (figure n°31 B). 

 

Ces  différentes  expériences  ont  permis  l’identification  d’un  nouveau partenaire de la FLNa qui 

interagit dans les 8 premiers domaines répétés. Cette interaction est diminuée par la présence les 

mutations de la FLNa (G288R  et  P637Q)  d’environ  60%. Ces résultats doivent être confirmés avec les 

protéines endogènes mais également dans un autre modèle cellulaire. 
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Figure 31 : Co-Immunoprecipitation de PTP-PEST et de la FLNa. A. Co immunoprecipitation de la 

FLNa-WT ou mutée (GFP) et de la protéine PTP-PEST (HA) dans les cellules de M2. La variation  d’interaction  

est   représentée   sous   forme   d’histogramme.   N=4,   **   p<0.01.   B.   Co   immunoprecipitation   de   la   FLNa-WT et 

mutée (GFP) et de la protéine PTP-PEST  WT  ou  ΔProline  4  (HA)  dans  les  cellules  de  M2. 

 

 

3.2. Impact  de  la  perte  d’interaction  de  PTP-PEST  

Les résultats précédents ont permis 1) d’identifier  la protéine PTP-PEST comme un partenaire 

de la FLNa interagissant au niveau des 8 premiers domaines répétés de la FLNa et 2) de montrer que 

cette interaction est diminuée d’environ  60 % par les mutations de la FLNa. Maintenant, le but est 

d’identifier  un  lien  potentiel entre  la  perte  d’interaction  avec la protéine PTP-PEST  et  l’augmentation  

de   l’activité de RhoA dans les cellules exprimant la FLNa mutée et potentiellement le rôle de 

PTP-PEST dans le développement du processus pathologique. 
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 Modification  de  l’activité  de  p190RhoGAP 3.2.1.

Parmi les protéines régulées par PTP-PEST, la protéine p190RhoGAP nous est apparue 

comme  une  cible  intéressante.  En  effet,  p190RhoGAP  a  été  décrite  comme  diminuant  l’activité  de  la 

protéine RhoA. Cette diminution est due à une activité plus importante de p190RhoGAP lorsqu’il  est  

phosphorylé.  Ce   contrôle  de   l’état   de   phosphorylation   de   p190RhoGAP  est   effectué   par   la   protéine  

PTP-PEST qui la déphosphoryle pour la rendre inactive (Sastry et coll., 2006).  

Le  rôle  des  mutations  de  la  FLNa  sur  l’activité  de  p190RhoGAP  a  donc  été  évalué.  L’activité  

de la protéine p190RhoGAP a été mesurée par une approche de pull down en utilisant une 

construction de RhoA active (RhoQ63L). Cette construction dominante active permet de fixer les 

protéines  GAP  et  les  effecteurs  de  RhoA.  Le  niveau  d’interaction  de  la  protéine  avec  cette  construction  

permet  d’évaluer  son  activité  et indirectement  d’en  déduire  son  niveau  de  phosphorylation.   

Les résultats montrent que la protéine p190RhoGAP se fixe moins sur la construction de 

RhoA active lorsque la FLNa-P637Q est exprimée. La fixation de la protéine p190RhoGAP est 

diminuée  d’environ  40% dans les cellules exprimant la FLNa-P637Q comparée aux cellules exprimant 

la FLNa-WT (figure n°32).  

Ce   résultat   suggère   que   la   diminution   de   l’activité   de   p190RhoGAP pourrait expliquer le 

maintien de   l’activité   de  RhoA.  Cependant,   des   expériences   complémentaires sont nécessaires pour 

confirmer  que   la  perte  d’interaction  entre   les  FLNa  mutées  et  PTP-PEST est bien responsable de la 

diminution  de  l’activité  de  p190RhoGAP  et  par  conséquent,  de  l’augmentation  de  celle  de  RhoA. 

 

 

Figure 32 :  Mesure  de  l’activité  de  p190RhoGAP.  Le pull down de RhoA-Q63L  permet  de  mesurer  l’activité  

des   GAP   interagissant   avec   RhoA.   L’activité   de   p190RhoGAP   est   diminuée   dans   les   cellules   FLNa-P637Q 

comparé au FLNa-WT. N=4, ** p<0.01. 

 

Cela  étant,  ce  résultat  est   intéressant  puisqu’il  permet  de  mettre  en  évidence  un  lien  entre   la  

perte  d’interaction  entre  les  FLNa  mutées  et  PTP-PEST,  et  une  hausse  de  l’activité  de  RhoA.  La  perte  

d’interaction  pourrait  déphosphoryler  de  façon  plus  importante p190RhoGAP et maintenir une activité 
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de   RhoA   élevée.   Il   reste   cependant   à   comprendre   l’impact   de   cette   dérégulation   dans   la  

physiopathologie  malgré   les   quelques   évidences   indiquant   qu’une   dérégulation   de   ces   protéines   est  

impliquée dans des valvulopathies (Tan et coll., 2013). 

 

 Modification  de  l’activité  des  protéines  associées  à  la  voie  Ras 3.2.2.

En plus de p190RhoGAP, la protéine PTP-PEST est impliquée dans la déphosphorylation de 

nombreuses protéines notamment celles associées à la voie Ras dont les protéines SRC et ERK. 

La   protéine   SRC   participe   à   la   maturation   des   points   focaux   d’adhésion   en   activant   de  

nombreux effecteurs. Elle est phosphorylée  par  la  protéine  FAK  lors  de  l’engagement  des  intégrines.  

La protéine PTP-PEST intervient en déphosphorylant la tyrosine 416 de SRC ce qui la rend moins 

active (figure n°22) (Zheng et coll., 2009).  De  façon  intéressante,  j’ai  montré  que  la  phosphorylation  

de SRC sur la tyrosine 416 est plus élevée (environ 2x) dans les cellules exprimant la FLNa-P637Q 

comparée aux cellules exprimant la FLNa-WT (figure n°33 A).  

La protéine ERK  est   régulée   par   la   voie  Ras   via   l’activation   de   la   protéine  SRC  et   elle   est  

également décrite comme activant les gènes de la matrice extracellulaire. La protéine PTP-PEST peut 

influencer son niveau de phosphorylation via SRC. Là encore,   j’ai   montré   que le niveau de 

phosphorylation de ERK1-2 dans les cellules exprimant les FLNa mutées est supérieur à celui des 

cellules exprimant la FLNa-WT (figure n°33 B).  

 

 

Figure 33 : Niveau de phosphorylation de ERK et de SRC. Western blot montrant le niveau de 

phosphorylation de SRC et ERK. Représentations graphiques des variations de la phosphorylation entre les 

FLNa-WT et les FLNa mutées. N=5, **p<0.01 
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Ces résultats  suggèrent  que  l’activité de la voie Ras est augmentée dans les cellules exprimant 

la   FLNa   mutée.   L’augmentation   de   la   phosphorylation   de   SRC   sur   la   tyrosine   Y416   renforce   la  

phosphorylation de FAK ce qui conduit à une maturation plus importante des points focaux. La 

maturation des points focaux diminue la migration cellulaire. Ce qui est cohérent avec les défauts de 

migration identifiés dans les modèles cellulaires exprimant les FLNa mutées. 

L’activité  de  la  protéine  ERK  est  plus  importante  dans  les  cellules  exprimant  la  FLNa  mutée  

ce qui est en corrélation avec une activité de SRC  augmentée.  Il  a  été  démontré  qu’une  activité  élevée  

de la protéine ERK 1-2 conduit à une augmentation de la sécrétion des constituants de la MEC. En 

effet, chez des souris traitées avec du TGF-ß ou avec de la 5-HT, la voie ERK 1-2 est suractivée ce qui 

a pour conséquence un remodelage excessif de la matrice extracellulaire (Jian et coll., 2002; 

Habashi et coll., 2011). Ce remodelage chez ces souris est très similaire à celui observé chez les 

patients porteurs des mutations de la FLNa suggérant ainsi le rôle potentiel de ERK 1-2 dans le 

processus physiopathologique. 
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4. Développement  d’un  nouveau modèle cellulaire. 

Pour  mettre  en  évidence  des  mécanismes  physiopathologiques,   il  est  nécessaire  d’utiliser  un  

modèle  cellulaire  adapté.  Or,  l’une  des  limites  de  notre  travail  est  l’utilisation  de  modèles  cellulaires  

très éloignés des CIV et dont la pertinence peut-être discutée pour identifier ces mécanismes 

pathologiques. La 1ère alternative   est   l’utilisation   de   CIV   provenant   de   modèles   animaux   mais   ces  

cellules devront être transfectées pour exprimer les mutations de la FLNa. On se retrouve alors à  

nouveau dans un modèle de surexpression de. Une autre alternative   est   l’utilisation   de   cellules  

provenant de patient qui expriment de façon endogène les mutations. Les cellules IPS constituent alors 

un modèle particulièrement intéressant. 

En collaboration   avec   l’équipe   de   Karim   Si-Tayeb (UMR 1087- l’institut   du   thorax), nous 

développons   un   modèle   d’IPS   à   partir   de   cellules   souches   urinaires   de   patients.   Les   urines   sont  

récupérées  auprès  des  patients  par  l’équipe  clinique  du  CHU.  L’intérêt  majeur  de  cette approche est le 

caractère   non   invasif   d’un   prélèvement   d’urine   comparer   à   une   biopsie.   Les   cellules   qu’elles  

contiennent   sont   isolées   et   mises   en   culture   dans   un   milieu   adéquat   pour   permettre   l’obtention   de  

clones de cellules souches urinaires (USC). Ces cellules seront ensuite transformées en IPS par la 

transfection de facteurs de transcription spécifiques. Les IPS sont des cellules souches pluripotentes 

induites fabriquées en laboratoire à partir de cellules adultes. Ces cellules peuvent théoriquement se 

différencier en n’importe   quelles autres   cellules   de   l’organisme. Les IPS obtenue seront ensuite 

différenciées   en   cellules   endocardiques   à   l’origine   des   CIV   (Collaboration   avec   Michel   Pucéat,  

Marseille).  Cependant,  il  est  relativement  difficile  d’obtenir des cellules IPS malgré les avancées dans 

le  domaine.  Nous  avons  donc  décidé  d’utiliser  directement  les  USC  pour  déterminer  si  elles  pouvaient  

être un modèle pertinent permettant de mettre en évidence des mécanismes physiopathologiques.  

Grâce  à  l’équipe  clinique  du  CHU,  nous  avons  obtenu  plusieurs  échantillons  d’urine  porteurs  

des mutations de la FLNa. A ce jour, les USC de 5 patients FLNa-P637Q et 2 patients FLNa-H743P 

ont été isolées puis congelées dés les premiers passages de culture (passage 2 et 3). Les USC contrôles 

proviennent soit de donneurs sains soit de patients atteints de pathologie ne présentant aucunes 

caractéristiques  communes  avec  la  pathologie  étudiée  (patients  atteints  d’arythmies  ou  de  problèmes  

endocrinologiques). La caractérisation de ces   cellules   est   réalisée   par   l’équipe   de   Karim   Si-Tayeb 

selon différents critères. Tout   d’abord,   il   y   a   leur   morphologie   en   forme   de   « grain de riz » assez 

caractéristique   lorsqu’elles   sont   en   culture.  Elles   ont   également   une   capacité   de   prolifération   rapide 

lors des premiers passages de culture. Une analyse par cytométrie en flux a montré l’absence   de  

marqueurs de cellules souches hématopoïétiques tels que CD14, CD45 et CD184, et de l'expression de 

marqueurs mésenchymateux tels que CD49a, CD73, CD90 et CD105. De plus, contrairement aux 

cellules souches mésenchymateuses, les USC expriment fortement le CD146 qui est un marqueur de 

péricytes. Enfin, les USC ont la capacité de se différencier en plusieurs types cellulaires tels que des 

cellules musculaires lisses, squelettiques, cellules endothéliales, neuronales, urothéliales, voir en 
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ostéocytes   et   chondrocytes   lorsqu’elles   sont   stimulées   avec   des   cytokines   et   des   facteurs   de  

croissances spécifiques. 

 

  
 

Figure 34 : Morphologie des USC en culture. Image en contraste de phase des USC après 5 jours de culture au 

fond  d’une  boite  de  culture  de  10  cm  de  diamètre  recouvert  de  0,1%  de  gélatine.  Les  USC  présente  un  aspect en 

forme de « grain de riz ». 

 Les USC : un modèle pertinent pour les valvulopathies ? 4.1.1.

Dans  cette  démarche  d’obtenir  un  nouveau  modèle  cellulaire,  j’ai  tenté  de  prouver  que  1)  les  

USC présentaient les même défauts observés dans les 2 modèles que nous avons utilisé (mélanomes et 

HT1080) et 2) de définir des tests plus physiologiques pour mettre évidence des mécanismes 

pathologiques. 

 

x Défaut  d’adhésion  et  d’étalement   : L’un  des  tests  mis  en  place  pour  caractériser   les modèles 

précédents était l’approche   xCELLigence pour analyser les   processus   d’adhésion   et   d’étalement en 

n’utilisant   qu’un   faible   nombre   de   cellules. j’ai   donc comparé les USC provenant de 3 patients 

contrôles et de 2 patients FLNa-P637Q. Ces cellules primaires ont été utilisées entre le passage 3 et le 

passage 6 de culture.  
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Comme cela est représenté sur le graphique ci-dessous (figure n°34), les courbes des cell index 

des USC FLNa-P637Q (carrés) sont moins élevées que celles des USC contrôles (ronds) traduisant des 

défauts  d’adhésion  et  d’étalement.   

Ce résultat est cohérent avec ceux obtenus sur le modèle de mélanomes ou de fibrosarcomes 

(figure n°6 et S1 du papier FLNa).  

 

Figure 35 :  Processus  d’adhésion  et  d’étalement  des  USC.   Les USC contrôles et FLNa-P637Q sont déposées 

en triplicata sur une plaque xCELLigence. Les USC contrôle (rond) présentent un Cell index plus important au 

cours du temps en comparaison aux USC FLNa-P637Q (carré). N=3, ** p<0.01 

 

 

x Perte  d’interaction  FLNa-FilGAP :  Dans  un  second  temps,  j’ai  testé  la  perte  d’interaction  entre  

la FLNa-P637Q et la protéine FilGAP. Comme cela est illustré sur le western blot ci-dessous dans les 

USC de patients,  l’interaction  FLNa-P637Q  et  FilGAP  est  diminuée  d’environ  65%  par  rapport  à  celle  

de la FLNa-WT (figure n°35). Ce premier résultat confirme ceux obtenus précédemment avec les 

cellules de mélanomes. 
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Figure 36 : Co-immunoprecipitation FLNa-FilGAP. Immunoprecipitation des FLNa et révélation de la 

protéine FilGAP dans des USC contrôles et FLNa-P637Q.  L’immunoprecipitation  avec  l’anticorps  GFP  sert  de  

contrôle  négatif  et  le  dépôt  total  (input)  permet  de  s’assurer  de  la  quantité  de  protéine  total  présente. 

 

 

 Remodelage de la matrice du collagène 4.1.2.

L’un  des  tests  couramment utilisé pour analyser le rôle des CIV dans l’homéostasie  de la MEC 

valvulaire est la compaction  d’un  gel  de  collagène  I (Butcher et coll., 2007). Dans ce test, les cellules 

sont entourées  d’une  matrice  de  collagène  qui  polymérise  pendant  24h  puis  les  gels  sont  détachés du 

fond de la boite de culture. La diminution de la taille des gels traduit la capacité des cellules à se 

contracter et à réorganiser la matrice qui les entoure. 

Comme cela est représenté sur la figure ci-dessous (figure n°36), la taille des gels contenant 

les USC  contrôle  est  réduite  d’environ  80%  en  24h  alors  que  celle des dômes USC FLNa-P637Q ne 

l’est que de 40%.  

Ce résultat suggère que les USC FLNa-P637Q ne peuvent compacter la matrice de collagène. 

Cela peut être contradictoire avec les résultats précédents montrant que la voie RhoA est suractivée 

dans les cellules FLNa-P637Q et que cela devrait entrainer une augmentation de la contractilité 

cellulaire et donc une compaction plus importante des gels. Cependant, ces résultats contradictoires 

peuvent être dus au faites que dans ces 2 expériences que les cellules étaient soit cultivées en 2D soit 

en 3D. Or, il a été démontré que les voies de signalisations et le phénotype des cellules cultivées en 2D 

ou en 3D pouvait être très différent voir opposé (Wozniak et coll., 2004; Shi et Tarbell, 2011; 

Ingeson-Carlsson et Nilsson, 2013) 
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Figure 37 : Compaction des gels de collagène avec les USC.  Les USC sont ensemencées dans un dôme de 

collagène I pendant 24h. Une fois libérer, les photos sont prises toutes les heures pour déterminer le diamètre des 

dômes. La compaction des dômes est quantifiée et représentée  sur  l’histogramme  à  droite.  N=3,  **  p<0.01. 

 

 

 

L’ensemble  de  ces  premiers   tests   sur   les  USC   tend  à   indiquer  que   les  USC  sont  un  modèle  

cellulaire   pertinent   pour   étudier   les   mécanismes   physiopathologiques.   L’un   des   avantages   de   ces  

cellules   est   l’expression endogène de la mutation de la FLNa ainsi que leur facilité   d’obtention.  

Maintenant, nous devons approfondir la caractérisation de ces cellules tant au niveau fonctionnel  

qu’au niveau biochimique. A   l’avenir,   on   peut   espérer   que   ces cellules permettront   d’étudier   les  

mécanismes physiopathologiques dû aux mutations de la FLNa lors de leur réponse à un stress 

mécanique  ou  lors  du  processus  d’EMT. 

 La suite de ce projet est la création de cellules IPS à partir des USC dans le but de les 

différencier en CIV. L’obtention  de  ces  CIV  de  patients  dérivés  d’IPS  nous  permettra  d’étudier  plus  

précisément   le   développement   de   la   pathologie   et   notamment   l’impact   que   peut   avoir   le   stress  

mécanique. A ce jour, nous avons réussi à   obtenir   d’2   clones   de   cellules   IPS   d’un   patient   mutée  

FLNa-P637Q. 
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5. Discussion  

Dans  ce  projet,  j’ai  étudié  les  effets  des  mutations  de  la  FLNa  identifiées  dans  une  dystrophie  

valvulaire non syndromique. Dans un modèle de mélanome humain, j’ai  montré  que  les mutations de 

la FLNa modifient  l’activité  des  protéines  G  monomériques  en  faveur  d’une  augmentation  de  l’activité  

de RhoA et d’une   diminution   de   l’activité   de   Rac1   liée à la protéine FilGAP. Les répercussions 

phénotypiques   sont   des   défauts   d’adhésion,   d’étalement   et   de   migration.   Cela   nous   a   permis  

d’identifier   un   nouveau   rôle   de   la   partie   N-terminale   de   la   FLNa   et   d’appréhender   un   mécanisme  

physiopathologique potentiel. L’une  des  explications  possible  à  l’augmentation  de  la  voie  RhoA  serait  

la   perte   d’interaction   entre   la   FLNa   et   la   protéine   PTP-PEST qui engendrerait une mauvaise 

localisation de la phosphatase.   Cela   modifierait   l’activité   de   p190RhoGAP, SRC et ERK1-2 

(figure n°38). Néanmoins, ces résultats soulèvent quelques points de discussion. 

 

 

Figure 38 : Schéma récapitulatif des voies de signalisation impliquées dans la dystrophie valvulaire liée 
aux mutations de la FLNa. Dans des conditions normales, la FLNa interagit avec la protéine PTP-PEST ce qui 

limite son effet sur p190RhoGAP et SRC. La conséquence est un maintient du niveau basal des voies sous 

jacentes   (Rho,  Rac,  ERK).  Dans  des  conditions  pathologiques,   la  diminution  de   l’interaction entre la FLNa et 

PTP-PEST  ne  régule  plus  les  protéines  p190RhoGAP  et  SRC  ce  qui  entraine  l’augmentation  de  la  voie  Rho  et  de  

la voie ERK qui activent la synthèse de gènes de la matrice possiblement impliquée dans la pathologie. 
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5.1. La pertinence du modèle cellulaire 

L’une   des   difficultés   rencontrée   dans   ce   projet   réside   dans   le   choix   d’un  modèle   cellulaire  

pertinent pour mettre en évidence un mécanisme physiopathologique L’ensemble  de  ces  expériences  a  

été réalisé avec différentes lignées cellulaire : une lignée de mélanome humain (M2) et une lignée de 

fibrosarcomes (HT1080) (Cunningham et coll., 1992; Baldassarre et coll., 2009).. En effet, 

l’expression   ubiquitaire   de   la   FLNa   ainsi   que   son   hétérodimèrisation   avec   la   FLNb   compliquent  

l’étude  de  ces  mutations  dans  n’importe  quel modèle cellulaire. Ce sont les raisons pour lesquelles, au 

commencement   de   ce   projet,   le   modèle   de   mélanome   nous   est   apparu   comme   un   modèle   d’étude  

« adapté » pour essayer de comprendre les effets des mutations de la FLNa.  

Les cellules M2 ont la particularité   d’être   dépourvues   « naturellement » en FLNa 

(Jeon et coll., 2008). Ce modèle nous est apparu « adapté » pour exprimer de façon stable les FLNa 

mutées. Lors de la création des lignées stables exprimant la FLNa-WT ou mutée, nous avons respecté 

certaines   données   de   la   littérature   concernant   l’expression   de   la   FLNa   pour   sélectionner   les   clones 

pour avoir un ratio entre la quantité  de  FLNa  et  d’actine  pour que la cellule est une activité normale 

(Cunningham et coll., 1992). De plus, il faut noter que ce modèle est une lignée cancéreuse présentant 

des modifications de certaines voies de signalisation ainsi que du génome pouvant fausser les 

mécanismes physiopathologiques observés. Quoi  qu’il  en  soit,  même si les cellules de mélanomes sont 

éloignées des CIV,   elles   nous   ont   permis   d’identifier   des   voies de signalisation potentiellement 

impliquées dans la pathologie et de mieux comprendre l’effet des mutations de la FLNa.  

De plus, les résultats ont été confirmés dans un modèle de fibrosarcomes HT1080 où 

l’expression  de   la  FLNa  est  diminuée  par un shRNA  contre   la  FLNa.  Néanmoins,   il   s’agit   toujours  

d’un   modèle   dérivé   de   cellules   cancéreuses   dans   lequel   les   FLNa   sont   surexprimées   de   façon  

transitoire.   L’un   des   inconvénients   de   ce   modèle   est   le   niveau   d’expression   de la FLNb qui peut 

compenser les effets de la diminution de la FLNa.  En  effet,  l’équipe  de  M. Lutz a montré que seuls les 

HT1080 KO pour les 2 FLN présentent des défauts de migration alors qu’ils ne sont pas présents 

quand la FLNa ou la FLNb sont absentes suggérant   une   compensation   de   l’une   par   l’autre 

(Baldassarre et coll., 2009).  Cependant,  les  défauts  que  j’ai  mis  en  évidence  dans  ce  modèle  exprimant  

les mutations de la FLNa peuvent être atténués par la présence de la FLNb et ce, malgré la 

surexpression de   la   FLNa.   Il   serait   donc   intéressant   d’étudier   l’effet   des  mutations   de   la   FLNa   sur  

l’hétérodimèrisation  avec  la  FLNb.  En  effet,  comme  les  CIV  expriment  la  FLNb,  il  se  peut  que  l’effet  

des mutations de la FLNa soit atténué par son hétérodimèrisation et explique ainsi potentiellement les 

divers degrés de sévérité présents chez les patients porteurs de la mutation (Sousa et coll., 2010) 

 

L’utilisation   de   cellule   IPS   issues   de   patient   pourrait   être   une   alternative   à   l’utilisation   de  

lignée cellulaire et nous avons initié cette démarche. Cependant, ces cellules IPS sont en cours 

d’obtention   auprès   de   Michel   Pucéat   à   Marseille   mais   la   tache   n’est   pas   facile.   En   parallèle   des  
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travaux de Michel Pucéat, nous collaborons avec  l’équipe  de  Karim  Si-Tayeb pour utiliser les cellules 

souches urinaires de patients (USC) pour les différencier en IPS pour ensuite obtenir des CIV. 

Cependant, les USC peuvent être un modèle cellulaire pertinent pour étudier les mécanismes 

physiopathologiques   puisqu’elles   expriment   de   façon   endogène   la   mutation. Comme évoqué 

précédemment, les premiers résultats sur les USC sont prometteurs et concordants avec ceux obtenus 

avec les mélanomes ou avec les fibrosarcomes. Ce modèle est intéressant puisque les prélèvements 

d’urine   sont   non   invasifs   et   peuvent   être   obtenus   de   façon   régulière   auprès   des   patients.   Il   reste  

cependant   à   déterminer   si   les  USC   sont   pertinentes   d’un   point   de   vue   physiopathologique   car   elles  

restent assez éloignées des CIV.  

Toujours avec l’objectif  est  de  trouver  un  modèle  cellulaire  différent  des  lignées  cancéreuses  

utilisées précédemment pour nous permettre d’étudier   les  mécanismes   physiopathologiques   liés   aux  

mutations de la FLNa, nous avons obtenue des biopsies  de  patient  pour  essayer  d’en  extraire  les  t les 

CIV.  Cependant,  il  est  très  difficile  d’en  obtenir  puisque  les  valves  ne  sont  remplacées  que  dans  des  

cas très graves. Cela sous-entend que la valve est très endommagée et donc qu’il  est  impossible  d’en 

extraire  les  cellules.  Nous  avons  donc  décidé  de  mettre  au  point  l’extraction  des  CIV  présentes  dans  

les valves de souris qui est un modèle couramment utilisé en laboratoire. Cependant, les premiers 

essais  que  j’ai  effectués  n’ont  pas  été  concluants  du  fait  de  la  difficulté  d’isoler  les  valves.  En  effet,  les  

valves de souris sont très fragiles, translucides et de petite taille ce qui limite la quantité de cellules 

obtenue. Pour avoir un nombre suffisant de cellules pour étudier les mécanismes physiopathologiques, 

il faudrait un nombre conséquent de souris.  L’alternative serait l’utilisation  de  plus  gros  animaux  tels  

que le porc ou le lapin pour isoler les CIV. Cependant, les cellules isolées se différencient très vite en 

CIV  actives  (présence  d’α-SMA) en culture ce  qui  n’est  peut-être pas le reflet de la réalité. Elles sont 

également difficilement transfectables ce qui compliquent la tâche pour étudier les mutations de la 

FLNa.  

Pour s’affranchir  de  la  transfection de ces cellules, il a  été  envisagé  l’utilisation d’un modèle 

de souris exprimant les mutations de la FLNa. Il est vrai que les modèles cellulaires décrits 

précédemment ne sont peut-être pas le reflet de la physiopathologie et donc le modèle animal apparaît 

comme le plus pertinent et notamment le modèle de souris. Il permettrait de comprendre les 

mécanismes physiopathologiques liés au remodelage de la MEC au cours du temps en prenant en 

compte différents paramètres physiologiques (stress mécanique, système hormonal) et de pouvoir 

tester différentes approches thérapeutiques sur les voies de signalisation que nous avons identifiées. A 

ce jour, Il existe différents modèles de souris KO pour la FLNa. La première souris KO pour la FLNa 

a été créée en 2006 par Hart et collaborateurs (Hart, 2006). La mutation de la FLNa en position 2388, 

induite  chimiquement,  conduit  à   l’absence  d’expression  chez  ces   souris.   Il   en  résulte  des défauts de 

formation du squelette chez les femelles et une létalité in utero accrue chez les mâles. En effet, les 

mâles présentent des défauts de développement cardiaque accompagnés de multiples malformations 

squelettiques. Un second modèle de souris conditionnelle pour la FLNa a été développé par Feng et 
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son équipe (Feng et coll., 2006). Les souris femelles hétérozygotes sont viables mais les mâles 

meurent in utero avec la présence de nombreuses malformations cardiaques. Ces résultats montrent 

que la FLNa est indispensable pour le développement cardiaque. 

Nos collaborateurs du réseau Leducq ont développé un modèle de souris KO conditionnelle 

pour la FLNa au niveau des cellules endothéliales. Ces souris présentent un épaississement des valves 

cardiaques  du  cœur  gauche  ainsi  que  des  régurgitations mitrales (figure n°39) (Sauls et coll., 2012). 

Ces   travaux   ont   montré   que   la   FLNa   est   nécessaire   durant   l’embryogenèse   pour   la   formation   des  

valves. En effet, au 17.5e jour de gestation, les souris KO pour la FLNa présentent des valves déjà 

épaissies ressemblant au phénotype présent chez les patients. A la vue de ces résultats, on peut 

extrapoler   que   les   mutations   de   la   FLNa   affecteraient   l’embryogenèse   des   valves   conduisant   à   un  

phénotype pathologique. En accord avec cette idée, un enfant porteur de la mutation de la FLNa-

P637Q présente un léger prolapsus mitral depuis l’âge  de  1  an.  

 

Figure 39 : Coupe histologique de valves des souris KO pour la FLNa. Comparaison des coupes 

histologiques de   cœurs de souris KO pour la FLNa et de souris contrôle au 17,5e jours de gestation et à la 

naissance. Les feuillets valvulaires mitraux sont plus épais chez les souris KO pour la FLNa comparé à ceux de 

la souris contrôle. D’après  (Sauls et coll., 2012). 

La  suite  de  ce  projet  est  1)  d’identifier   les  voies  de   l’embryogenèse  et  notamment  celles de 

l’EMT  modifiées par les mutations de la FLNA et donc potentiellement impliquées dans ce processus 

pathologique. Parmi ces voies, celles de la sérotonine (5-HT) et du TGF-ß (décrites ci-dessous) ont été 

décrites comme étant impliquées dans des valvulopathies seront étudiées.   2)   l’impact   du   stress  

mécanique dans le développement de la pathologie car la FLNa est un mécanosenseur et que les valves 

subissent  les  plus  fortes  contraintes  mécaniques  de  l’organisme. 
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5.2. Implication de la voie sérotoninergique 

La 5-HT est un neurotransmetteur sécrété à 95% par les cellules entérochromaffines de 

l’intestin   et   à 5% par les neurones. Elle est stockée majoritairement dans les plaquettes 

(Ni et Watts, 2006).   L’effet   de   la   5-HT est médié par 7 types de récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires (5-HTR1-7).   Tous   ces   récepteurs   sont   couplés   à   la   protéine   Gq   à   l’exception   du  

5-HTR3 qui est un récepteur canal à perméabilité cationique. La voie des MAP-kinases impliquant 

notamment la protéine ERK1-2 est activée par la fixation de la 5-HT sur le récepteur 5-HT2B agissant 

ainsi sur la prolifération cellulaire et le remodelage de la MEC (Launay et coll., 1996). La synthèse de 

la 5-HT  est  sous  la  dépendance  d’une  enzyme, la Tryptophane hydroxylase 1 (TPH1) qui hydrolyse le 

tryptophane en 5-HT. Par exemple, chez le chien, un stress mécanique cyclique augmente la synthèse 

de cette enzyme ce qui conduit à la production excessive de 5-HT (Lacerda et coll., 2012).  L’effet  de  

la 5-HT   est   aboli   par   le   transporteur   SERT   qui   permet   de   l’internaliser   et   de   la   métaboliser  

(Ni et Watts, 2006).  

La voie de la 5-HT participe au processus de valvulogenèse et a été identifiée comme étant un 

facteur contribuant au développement de valvulopathies (Jian et coll., 2002). En effet, il est bien connu 

aujourd’hui,   qu’une   forte   concentration   de   5-HT circulante induit des valvulopathies 

(Ayme-Dietrich et coll., 2012). C’est  le  cas,  par  exemple,  des  patients  atteints  de tumeurs carcinoïdes 

dont la sécrétion de 5-HT est anormalement élevée conduit à une remodelage excessif de la valve 

mitrale (Gustafsson et coll., 2008). Les caractéristiques de ces valvulopathies sont 1) une prolifération 

importante de CIV activées, 2) une fibrose et 3) des dépôts myxoïdes sous forme de plaque sur la 

valve. Ce phénotype est semblable à celui observé chez les patients porteurs de la mutation FLNa. 

Cela a également été confirmé lorsque des rats traités avec une dose chronique de 5-HT qui 

présentaient les mêmes atteintes valvulaires. En  effet,  les  CIV  de  ces  souris  augmentent  l’expression  

du récepteur 5-HT2B à   la   membrane   et   diminue   l’expression   du   transporteur   SERT   favorisant  

l’augmentation  de  5-HT extracellulaire (Elangbam et coll., 2008). Il a également été observé chez des 

chiens atteints de dégénérescence canine  de   la  valve  mitrale  qui  est   l’équivalent  chez   le  chien  de   la  

pathologie humaine du PVM, une augmentation de la 5-HT circulante associée à un remodelage 

excessif de la MEC (Oyama et Levy, 2010). 

De même, les valvulopathies médicamenteuses utilisant des dérivés des Fenfluramines 

(Meditor ®) ou des dérivés des pergolides (Lisuride) qui sont des médicaments agonistes de la 5-HT 

induisent des valvulopathies avec une atteinte mitrale très importante via la stimulation du récepteur 

5-HT2B (Hofmann et coll., 2006; Rothman et Baumann, 2009). Des travaux de Roland Lawson sur 

l’effet   des   dérivés   des   Fenfluramines   dans   le   développement   de   valvulopathies   chez   des   souris   ont  

montré   l’importance   du   récepteur   5-HT2B ainsi que la contribution du 5-HT2A dans ce processus 

dégénératif.  En  effet,   lorsqu’il  utilise  des   inhibiteurs pharmacologiques de ces récepteurs, il arrive à 

limiter le développement de valvulopathie. De plus, il a mis en évidence le rôle des CEV dans ce 
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processus  en  bloquant  l’activité  de  la  eNOS  ce  qui  a  pour  conséquence  de  limiter  le  développement  de  

la pathologie (Données non publiées, communication orale GRRC 2014). 

L’ensemble   de   ces   études   montre   que   la   5-HT est une cible intéressante dans le 

développement de la pathologie et surtout que les phénotypes présents sont assez proches de ceux 

observés chez les patients porteurs de la mutation de la FLNa. Cependant, quel est le lien entre la 

FLNa, la 5-HT et les mécanismes physiopathologiques mis en jeu ? 

Tout   d’abord,   la   FLNa   est   serotonylée   par   la   transglutaminase   2   (TG2)   ce   qui   a   pour  

conséquence de modifier son activité régulatrice du cytosquelette (Watts et coll., 2009).  L’interaction  

entre la TG2 et la  FLNa  n’a  pas  été  démontrée  à  proprement  parler.  Cependant,  des  études  3D  in  silico  

ont montré que la séquence reconnue pour interagir avec TG2 est très proche de la région où est située 

la mutation P637Q (Sauls et coll., 2012).  L’hypothèse  émise  par  l’équipe  de  Norris  (Charleston)  est 

que  l’interaction  entre  la  FLNa,  la  TG2  et  la  5-HT peut être impliquée dans le remodelage de la valve 

en  stimulant   l’activité  contractile  des  CIV  pour  compacter   la  matrice.   Ils  ont  démontré  que   la  5-HT 

intracellulaire et la TG2 sont nécessaires pour sérotonyler la FLNa et induire la formation des fibres de 

stress. De plus, la 5-HT intracellulaire est nécessaire pour la compaction de gel de collagène via une 

augmentation de la contractilité cellulaire (Sauls et coll., 2012). De nouvelles données ont montré que 

les mutations de la FLNa  diminueraient  sa  capacité  à  être  sérotonyler  par  la  perte  d’interaction  avec  la  

TG2 et ne seraient plus capable de compacter un gel de collagène (donnée non publiée – Norris – 

Réseau Leducq). Le fait que les gels de collagène ne se compactent plus est cohérent avec les résultats 

que  j’ai  obtenus  avec  les  USC  de  patients  porteurs  de  la  mutation  FLNa  (figure  n°37).   

La protéine « Spleen Tyrosine kinase » (Syk) a été décrite pour interagir avec les domaines 1-

3 et 5 de la FLNa dans la zone où sont localisées nos mutations (Falet et coll., 2010). La FLNa permet 

de  localiser  spatialement  la  protéine  Syk  à  la  membrane  des  plaquettes  pour  qu’elle  soit  phosphorylée  

et activée.   La   protéine   Syk   permet   d’activer   le   transport   SERT   pour   internaliser   la   5-HT 

(Pavanetto et coll., 2011). De plus, des souris KO pour le transporteur SERT présentent un taux élevé 

de 5-HT circulante ce qui induit des valvulopathies de type myxoïde 

(Mekontso-Dessap et coll., 2006).   L’action   de   5-HT sur les récepteurs ainsi que la diminution de 

SERT conduit à une augmentation de la synthèse de la MEC et à une activation de la voie du TGF-ß 

(Jian et coll., 2002).  L’idée  sous  jacente  est  que  les  mutations  de  la  FLNa  empêchent  l’interaction  avec  

la   protéine   Syk   ce   qui   bloque   l’activité   du   transporteur   SERT.   La   conséquence directe est une 

augmentation de la concentration en 5-HT circulante qui active les récepteurs 5-HT2B pour induire le 

remodelage de la valve (figure n°40). Xu et collaborateurs ont montré que la 5-HT active la 

phosphorylation de la protéine ERK1-2 via le récepteur 5-HT2B dans   des   cultures   de   CIV   d’aorte  

pathologique (Xu et coll., 2002).  Ce  qui  est  intéressant,  c’est  que  les  mutations  de  la  FLNa  augmentent  

également la phosphorylation de la protéine ERK1-2 et que cela peut être dû à  l’activation  de  la  voie  

de la 5-HT 
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De plus, les mutations de la FLNa peuvent modifier la réponse au stress mécanique de ces 

cellules ce qui peut avoir comme conséquence, une synthèse excessive de 5-HT via la TPH1. Le taux 

de 5-HT circulant est augmenté ce qui active le récepteur 5-HT2B des CEV et de CIV entrainant une 

synthèse excessive des composants de la MEC.  

Le seul inconvénient à ces hypothèses est que les analyses sanguines des patients ne présentent 

aucune augmentation de la concentration en 5-HT circulante. Cependant, il est possible que cette 

augmentation soit un phénomène local et pas systémique.  

Il reste de nombreuses expériences complémentaires à réaliser pour mettre en évidence un lien 

de cause à effet entre les mutations de la FLNa et la 5-HT dans les dystrophies valvulaires et surtout 

de déterminer si la 5-HT est le mécanisme principale ou simplement une voie amplificatrice de la 

pathologie. 

 

 

 
 
 

Figure 40 : Hypothèse de la voie de la sérotonine dans le développement pathologique. Dans des conditions 

physiologiques, la 5-HT active le récepteur 5-HT2B conduisant à la synthèse de gène de la voie du TGF-ß via la 

protéine ERK1-2. Elle est internalisée par le transporteur SERT pour être dégradée ou fixée sur des protéines. 

L’activité  de  SERT  est  dépendante  de  la  présence  de  la  protéine  Syk  qui  est  co-localisée prés du transporteur via 

son interaction avec la FLNa. Dans des conditions pathologiques, les mutations FLNa-P637Q modifient 

l’interaction   avec   Syk.   La   conséquence est   l’inhibition   de   l’internalisation   de   la   5-HT ce qui suractive les 

récepteurs 5-HT2Bet la voie du TGF-ß  impliquée  dans  le  phénotype  myxomateux.  D’après  (Orton et coll., 2012). 
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5.3. Implication de la voie du TGF-ß 

Tout comme la voie de la 5-HT, la voie du TGF-ß est impliquée dans le développement de 

valvulopathies.  

A   l’origine,   la   voie   de   signalisation   du   TGF-ß fut la première identifiée comme étant 

responsable de valvulopathies notamment les syndromiques comme le syndrome de Marfan ou de 

Loeys-Dietz (Dietz et coll., 1991; Loeys et coll., 2006). Le TGF-ß fait parti de la superfamille des 

facteurs de croissance décrit comme participant au processus  d’EMT  et  de  différenciation  des  CIV.  Le  

TGF-ß est sécrété sous forme une inactive et est retenu dans la MEC. Une fois libéré et clivé par les 

MMP, il se fixe sur le récepteur TGF-ß   RII   qui   s’associe   avec   le   récepteur   TGF-ß RI pour 

phosphoryler les protéines smad 2/3. Ces smads vont activer la synthèse de gènes de remodelage de la 

MEC (Wipff et Hinz, 2008). 

Une forte sécrétion du TGF-ß   conduit   à   l’augmentation   de   l’apparition   de   valvulopathies 

notamment dans les tumeurs carcinoïdes, la sténose aortique ou les maladies rhumatiques 

(Hyytiäinen et coll., 2004; Khan et Sheppard, 2006).  Le lien avec la voie de la 5-HT est intéressant 

puisque  l’activation  du  récepteur 5-HT2B  permet  l’augmentation  des  ARN  messagers  du  TGF-ß1 via 

la voie ERK1-2 (Jian et coll., 2002). Des travaux de Walker et collaborateurs ont montré que 

l’activation   des   CIV   est   dépendante   de   la   concentration   en   TGF-ß sécrétée et   que   l’effet   est  

grandement augmenté lors que les CIV sont sous un stress mécanique (Walker et coll., 2004). Ces 

résultats  ont  été  confirmés  par  l’équipe  de  Merryman  qui  a  montré  une  augmentation  de  la  α-SMA, de 

la synthèse de collagène et de protéoglycanes dans les CIV de porc soumises à un stress mécanique et 

en présence de TGF-ß1 (Merryman et coll., 2006). Les modèles animaux développés pour étudier la 

voie du TGF-ß ont montré son implication dans la valvulogenèse et notamment durant le processus 

d’EMT  (Conway et coll., 2011). En effet, la génération de souris invalidées pour le gène du TGF-ß2 

présente  des  défauts  d’EMT  associés  à  un  épaississement  des  valves   (Sanford et coll., 1997). L’idée  

étant que les mutations de la FLNa pourraient influencer la synthèse du TGF-ß via la voie de le 5-HT 

et de la réponse au stress mécanique. Mais il existe un autre acteur décrit comme interagissant avec la 

FLNa et pouvant réguler la voie du TGF-ß et être impliqué dans cette réponse au stress mécanique : 

Les intégrines. 

En effet, les intégrines font le lien entre la MEC et la cellule pour permettre une réponse 

adaptée lors  différents  processus  cellulaire  tels  que  l’adhésion ou la réponse au stress mécanique. Tout 

comme la FLNa, les intégrines sont des mécanosenseurs qui vont transduire un signal spécifique. Le 

TGF-ß favorise la transcription des intégrines et en retour elles agissent sur la disponibilité du TGF-ß 

dans le milieu (Pechkovsky et coll., 2008). Les intégrines fixent les complexes latents de TGF-ß et 

permettent sa libération soit par clivage via les MMP soit via le stress mécanique qui étire les 

intégrines (Wipff et Hinz, 2008).  
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L’hypothèse  sous  jacente  est  que  les  intégrines  ne  répondent  plus  de  façon  adéquate  au  stress  

mécanique à cause des mutations de la FLNa qui ne les maintiennent plus à la membrane. Cela a pour 

conséquence d’augmenter  la concentration en TGF-ß en ne le retenant plus dans les complexes latents. 

La question est donc « quel pourrait être le lien entre les mutations de la FLNa, le TGF-ß, les 

intégrines et les mécanismes physiopathologiques ? » 

 

 
 

Figure 41 : Hypothèse de la voie du TGF-ß dans le développement pathologique. . Dans des conditions 

physiologiques, le TGF-ß est retenu dans la MEC dans des complexes protéiques. La FLNa permet de co-

localiser la  vimentine  pour   activer   et  maintenir   les   intégrines   à   la  membrane.  Lors  d’un   stress  mécanique,   les  

intégrines et la MEC sont étirer ce qui libère le TGF-ß. Il active la voie des smad via les récepteurs TGF-ß RI et 

RII. Les smads activent les gènes du collagène,   des   protéoglycanes   et   de   l’ α-SMA. Dans des conditions 

pathologiques,  la  perte  d’interaction  FLNa-vimentine déstabilise les intégrines à la membrane. La diminution des 

intégrines limite la capture du TGF-ß qui est libre dans le milieu. Cela suractive la voie conduisant à la 

surexpression de ces gènes impliquée dans la valvulopathie. 

 

Les   intégrines   sont   capable   d’interagir   avec   la   FLNa   au   niveau   de   la   partie   C-terminale 

(Calderwood et coll., 2001). Elles créent un mécanisme de senseur et de transducteur des forces 

mécaniques que subit la cellule. Un partenaire essentiel à la régulation des intégrines interagit avec la 

zone   où   sont   situées   les   mutations   de   la   FLNa.   Il   s’agit   de   la   protéine   vimentine   décrite   comme  

participant à la régulation des filaments intermédiaires et exprimée dans les CIV quiescentes ou 

actives (Rabkin et coll., 2001; Kim et coll., 2010b). Des travaux de Ivaska et collaborateurs ont montré 
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que  la  perte  d’interaction  entre  la  FLNa  et  la  vimentine  limite  la  phosphorylation  de  cette  dernière  par  

la PKC-𝛆. La  conséquence  de  cette  perte  d’interaction  est  une  augmentation  de  l’endocytose  et  de  la  
dégradation des intégrines ß1 (Ivaska et coll., 2005). On peut extrapoler que les mutations de la FLNa 

modifient l’interaction   avec   la   vimentine   diminuant   ainsi   l’expression   des   intégrines   ß1   à   la  

membrane. Le TGF-ß1 se retrouve alors moins séquestré dans la matrice par les intégrines ce qui 

conduit à un remodelage de la MEC (figure n°40). 
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Projet n°2 
 

Identification  d’un  nouveau  gène  dans  le   
Prolapsus Mitral Valvulaire : 

Etudes des mécanismes moléculaires liées aux 
mutations de la protéine FilGAP 
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1. Introduction 

Le prolapse mitral affecte 2% de la population et reste une des indications les plus communes 

pour la chirurgie valvulaire. Bien que les bases génétiques aient évolué depuis que notre équipe a 

identifié le gène FLNA comme le premier gène responsable d’une  maladie, les gènes impliqués et 

identifiés restent rares. Dans cette pathologie,  nous avons démontré que les mutations de la FLNa 

modifient la balance de protéines G monomériques et que cette modification est due à la protéine 

FilGAP. De façon intéressante, la protéine FilGAP est décrite comme une protéine de régulation de 

l’activité   de   Rac1   mais   surtout, l’interaction   FLNa/FilGAP   en   fait   une   protéine   impliquée   dans   la  

réponse au stress mécanique (Duval et coll., 2013).  

 

Considérant les résultats expérimentaux   précédents   et   l’importance   des   forces  

hémodynamiques durant le développement cardiaque, FilGAP apparaît comme un gène candidat 

potentiel dans le développement du PVM. 

 

Un séquençage du gène FilGAP dans une cohorte de 95 patients atteints de PVM a mis en 

évidence 3 mutations : FilGAP-R95Q; P417H; T481M. Ces variants ne sont pas retrouvés dans des 

bases de données génétiques suggérant de la rareté de ces variants. Les mutations sont situées dans 2 

régions différentes de la protéine ; la mutation R95Q   est   située   dans   le   domaine   d’homologie   à   la  

pleckstrine (PH)  qui permet la localisation de FilGAP à la membrane et les mutations P417H et 

T481M sont  situées  entre  les  sites  de  phosphorylations  à  proximité  du  site  d’interaction  de  la  FLNa.  

Les premiers résultats montrent que les mutations de FilGAP diminuent son activité ce qui a pour 

conséquence   de   ne   plus   réguler   l’activité   de   Rac.   Cette   augmentation   de   l’activité   de Rac est 

corroborée par une   augmentation   des   processus   d’adhésion   et   d’étalement   comparé à la protéine 

FilGAP-WT. L’impact  des  mutations  de  FilGAP  sur  l’activité  de  Rac  s’effectue  selon  2  mécanismes  

distincts.  La mutation R95Q modifie le domaine PH ce qui  l’empêche  d’être  localisée à la membrane. 

Alors que les mutations P417H et T481M diminuent   l’interaction  avec   la  FLNa  ce qui conduit à un 

mauvais adressage. 
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A new gene of the mechanotransduction pathway is associated with familial mitral valve 
prolapse: ARHGAP24 (FilGAP). 
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Introduction. 

The proper function of cardiac valves is mandatory for an efficient blood pumping by the 

heart. Cardiac valve insufficiency is in turn a major source of morbidity and mortality worldwide and 

a growing cause of heart failure. As far as the left atrio-ventricular (mitral) valve is concerned, valve 

dysfunction mainly results from an inappropriate apposition of valve leaflets which contributes to 

mitral regurgitation (MR) and cardiac insufficiency. In Mitral Valve Prolapse (MVP), a common 

disease that affects 2.4% of the population, one or both leaflets are excessively long, protrude into the 

atrium, eventually exhibit myxomatous transformation and the mitral annulus is usually enlarged [1-

2]. Surgical intervention remains, up to now, the major MVP treatment used to repair the functional 

defects attributed to structural changes of the leaflets and to avoid secondary myocardial dysfunction 

and pulmonary hypertension that would ultimately lead to cardiac failure and sudden death. 

Fortunately, surgical advances have made mitral valve repair increasingly successful. However, 

abnormal valve biology persists, the possibility of tissue failure remains and percutaneous MVP repair 

remains challenging. It is thus urgent to identify new potential therapeutical targets and alternatives.  

Despite the deleterious role of leaflet size in valve diseases and the important prognostic 

impact of MR on survival, little is known about the molecular and cellular determinants of leaflet 

length and structure. This highlights the need to explore the development, the dynamic nature of 

valves and their plasticity, deriving clues from diseases like MVP in which leaflet size figures 

prominently. 

MVP has long been considered as an ageing/degenerative disease with little genetic 

background. However, recent genomic analyses of large families have demonstrated that MVP also 

affects childhood and newborn children that pointed to embryological origins. Indeed, developmental 

defects leading to abnormal valve structure and function occur in several syndromic connective tissue 

diseases with identified genetic basis (e.g Noonan, Ehlers-Danlos, Loeys-Dietz and Marfan 

syndromes) [3-5]. More recently, we identified FLNA (Filamin A, FlnA) as the first gene responsible 

for non-syndromic familial MVP in a large family suffering X-linked myxomatous mitral dystrophy 

[6-7]. Since its discovery as an actin binding protein, FlnA turned out as a functional hub with 
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essential scaffolding properties in many signaling pathways which integrates multiple cellular 

functions during embryonic development and participates to cellular homeostasis [8-9]. Nevertheless, 

the hallmark function of FlnA remains its ability to stabilize cortical F-actin networks and link them to 

cellular membranes thereby conferring membranes integrity and protecting cells against mechanical 

stress [10-13]. Consistent with these properties, we showed that FlnA is crucial for proper 

valvulogenesis and that the MVP associated mutations affect the balance of two master regulators of 

the actin cytoskeleton; RhoA and Rac1 GTPases [14-18]. Furthermore, we showed that the GTPases 

deregulation by these FlnA mutations involved another key actor of mechanical stress transduction 

pathway; the ARHGAP24 gene product FilGAP [14, 19]. Indeed, FilGAP is a GTPase activating 

protein specific for Rac1 that mediates dynamic and spatial regulation of Rac1 activity. Very 

interestingly, FilGAP binds to unstressed FlnA and dissociates from the latter when the FlnA-actin 

network is submitted to mechanical strains [11-12, 20-21]. 

Considering the previous experimental and clinical studies that defined the critical role of 

heamodynamic forces in cardiac valves development and their pathological remodeling, FilGAP 

emerged as a potential candidate gene involved in MVP [22-25]. To test this hypothesis we entirely 

sequenced ARHGAP24 gene exons in a cohort of 95 patients that underwent mitral valve surgical 

repair. We identified three rare mutations encoding three amino acids substitutions in FilGAP protein 

(R95Q, P417H and T481M). Genetic and echocardiographic exploration of the relatives of these 

propositus demonstrated the strong penetrance of the FilGAP-T481M mutation among the affected 

individuals of the family. Using biochemical, functional and in vivo Zebrafish animal model we 

showed that these three mutations are loss of function mutations through different molecular 

mechanisms.  
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Results. 

ARHGAP24 mutations are associated to MVP. 

Based on our previous studies showing FilGAP participates in the molecular mechanisms involved in 

the MVP associated to FlnA mutations, previous studies demonstrating FilGAP implication in cellular 

mechanical stress response and the recognized role of hemodynamic forces in valvular development as 

well as diseases, the FilGAP encoding gene ARHGAP24 emerged as a good candidate gene potentially 

involved in MVP. Thus, in a first step, we determined whether FilGAP is expressed in human mitral 

valves. ARHGAP24 gene contains 8 exons that can be alternatively spliced and give rise to 4 FilGAP 

proteins isoforms which essentially differ in the presence of the N-terminal Pleckstrin Homology (PH) 

domain in Isoform1 (Fig1A and S1). RT-PCR experiments using isoforms specific primers showed 

that FilGAP is indeed expressed in human mitral valves and that, compared to brain, kidney and total 

heart, the mitral valves expressed the highest proportion of the PH domain containing isoform, 

FilGAP Isoform1. We then performed a complete exon sequencing of ARHGAP24 in a cohort of 95 

MVP patients. The patients enrolled in the cohort exhibited a typical form of MVP in 

echocardiography  with   a   displacement   of   any   part   of   at   least   one  mitral   leaflet   ≥   2  mm   above   the  

mitral annulus line in the parasternal long axis view. This screen identified in three patients three rare 

variants encoding three amino acids substitutions: R95Q, P417H and T481M (aa numbers correspond 

to FilGAP Isoform 1 NP_001020787.2). Importantly, a) according to the Exome Variant server these 

mutations were rare in both European and American populations (table 1), b) the three amino acids 

targeted by the mutations were highly conserved between species (table 1) and c) the amino acids are 

localized in two important functional regions of FilGAP R95 in the PH domain and P417 and T481 in 

the spacer region containing the regulatory ROCK phosphorylation sites (Fig1B). Together these 

molecular data and bio-informatic analysis positioned these three variants as potential MVP causing 

mutations.  

FilGAP-R95Q patient was a 71 year-old man who was referred to surgery for severe mitral 

regurgitation (MR) with a flail related to multiple chordal rupture in the middle part of the posterior 

leaflet. This posterior leaflet scallop was thickened and elongated and resected during surgery. 
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Histologic examination demonstrated a typical aspect of myxoïd degeneration with elastic network 

dissociation and focal collagen fibrosis. His relatives refused to participate to a familial study. 

The patient bearing FilGAP-P417H mutation was a 31 year-old woman. The MVP was detected upon 

routine medical examination. Her posterior mitral leaflet exhibited billowing and thickening with mild 

MR. The anterior leaflet was also thickened but was not billowing into the left atrium. To date only 

her mother agreed enters the study. Her echocardiographic evaluation was normal and she was not 

carrying the mutation.  

On the other hand, a familial recruitment could be made for the FilGAP-T481M mutation. In this 

family, the proband (II:3; 57 year-old man) was referred to surgery for severe MR secondary to a 

posterior flail leaflet with chordal ruptures in the middle part of the leaflet. The prolapsing scallop was 

severely thickened (> 5mm) and elongated but both medial and lateral scallops of the posterior leaflet 

and the overall anterior leaflet were of near normal appearance. Histologic examination demonstrated 

a typical aspect of myxoïd degeneration with focal collagen bands. Two sisters (II:1, 67 year-old and 

II:2, 63 year-old) had a typical posterior leaflet billowing and elongation of the middle scallop (14 and 

16 mm, respectively) (Fig2A and 2B). The posterior leaflet was only moderately thickened. The rest 

of the mitral valve looked like normal. Mild MR was present for both sisters. Finally, the father (I:1, 

84 year-old) was also diagnosed with a posterior leaflet prolapse and asymptomatic moderate MR. 

All patients carrying FilGAP mutation examined by echocardiography (n=6) had an isolated posterior 

leaflet billowing, prolapse or flail, whereas the anterior leaflet was apparently normal (Fig 2). Direct 

visual macroscopic examination during surgery in 2 patients confirmed the normal appearance of the 

anterior leaflet while the posterior leaflet was prolapsing in its medial part due to chordal ruptures. 

This medial segment was also clearly thickened and elongated. Overall, the appearance of FilGAP 

associated  MVP  was  relatively  uniform  and  corresponded  to  a  “forme  fruste”  or  minor  form  of  Barlow  

disease [26]. 
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MVP associated FilGAP mutations are « loss of function » mutations.  

FilGAP was previously described as a GTPase activating protein (GAP) specifically regulating Rac1 

GTPase activity but not that of RhoA and CDC42 GTPases. Furthermore, we demonstrated 

RhoGTPase deregulation to be involved in MVP [14, 19, 27]. We thus analyzed the effects of R95Q, 

P417H and T481M mutations on the GAP activity of FilGAP. WT and mutant FilGAPs were 

transfected in Hek293 cells and the levels of activated GTP bound Rac1 determined in pull down 

experiments using GST-PAK1 fusion protein [14]. As shown in figure 3A, FilGAP-WT significantly 

decreased the cellular GTP bound Rac1 compared to control pcdna3-transfected cells. Conversely, 

FilGAP-R95Q, P417H and T481M did not affect Rac1 GTPase activity and even slightly increased, 

although not significantly, Rac1-GTP levels. This suggested that the three mutations are loss of 

function  mutations   of  FilGAP’s  GAP  activity.  This   hypothesis  was   directly   tested   in   another   set   of  

pull down experiments using the GST fused to activated Rac1 as a bait (GST-Rac1-Q61L) to 

specifically isolate active Rac1-GAP regulators including FilGAP [28]. These experiments showed the 

mutant FilGAPs indeed exhibited a 45 to 55% decrease in their ability to interact with active Rac1 

(Fig 3B). Together these data indicate that the three mutations affect the GAP activity of FilGAP and 

its ability to decrease Rac1 GTPase activity. 

According to previous studies including ours, FilGAP was shown to participate to Rac1 regulation 

during cells spreading and adhesion phases [14, 19, 21]. Here, we have used the impedance 

measurement technology of the xCELLigence system to test the effects of the FilGAP mutations on 

these cellular properties. As illustrated in figure 4A, after seeding the cells on the E-plate and, 

consistent with  decreased  Rac1  activity  and  lower  spreading  capacities,  the  “cell  index”  (CI)  of  cells  

transfected with wild-type FilGAP raised more slowly and reached a lower steady state (CIst) level 

than control pcndna3-transfected cells (dCI/dt = 0.105 ± 0.016 vs dCI/dt = 0.095 ± 0.009 and CIst = 

0.230 ± 0.008 vs CIst = 0.186 ± 0.005 n=5, for pcdna3 and FilGAP-WT transfected cells, respectively). 

Conversely, siRNA mediated silencing of endogenous FilGAP significantly increased the kinetics and 

steady state adhesion of the cells (dCI/dt = 0.188 ± 0.021 vs dCI/dt = 0.105 ± 0.010 and CIst = 0.302 ± 

0.017 vs 0 CIst = 0.229 ± 0.013, n=5 for FilGAP and control siRNA transfected cells, respectively). 

Consistent with a loss of function effect of the mutations, the CIs of the cells expressing the three 
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FilGAP mutations raised faster and to higher steady state levels than FilGAP-WT transfected cells 

(Fig 4B). Interestingly, the kinetics (dCI/dt) and CIst of cells transfected with mutant FilGAPs were 

higher  than  that  of  “control”  pcdna3  transfected  cells,  although  the  differences  measured  did  not  reach  

significance (Table 2). Also, it is worth noting that despite the CIs measured for the mutants did not 

reach those observed in siRNA extinction experiments suggesting the transfected mutant FilGAPs are 

able to associate with and exert a negative effect on endogenous FilGAP. In fact, 

co-immunoprecipitation experiments using Myc-tagged FilGAP-WT and Ha-tagged mutant FilGAPs 

showed the mutations do not affect their capacity to interact with FilGAP-WT and form dimers 

(Fig 4C).  

Together these data show that the three MVP associated FilGAP mutations 1) are loss of function 

mutations, 2) lead to increased Rac1 activity 3) affect cell adhesion and spreading properties and 4) 

exert a dominant negative effect on wild-type FilGAP. We then analyzed the potential molecular 

mechanisms involved. 

 

MVP associated FilGAP mutations affect its function through different molecular mechanisms. 

Based on homology sequence analysis and previous structural and functional studies, different 

domains were defined in FilGAP protein [19, 21, 29]. As illustrated in figure 1B, R95Q mutation is 

located in the pleckstrin homology domain of FilGAP (amino acid (aa) 19-125), whereas P417H and 

T481M mutations   target   the   “spacer”   region  which   separates   the  GAP  activity   region   (aa   135-329) 

from the coiled-coil domain (aa 649-725) which mediates FilGAP protein dimerization. The spacer 

domain harbors the serine and threonine residues that are phosphorylated by activated ROCK kinase 

downstream of RhoA signaling that most probably regulate FilGAP localization and interaction with 

binding partners including filamin A (FlnA). Based on these molecular cues, we analyzed the potential 

effects of the mutations on FilGAP interaction with membrane phosphoinositides via the PH domain 

and with the actin binding cytoskeletal protein FlnA. 
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R95Q mutation suppresses FilGAP-phosphatidylinositides interactions. 

The binding affinities of PH domains for phosphatidylinosytol phosphates depend on the number of 

specific glycine (Gly) residues they contain. Because FilGAP PH-domain contains only two of these 

Gly residues it is expected to bind phosphatidylinosytol-3,4,5-triphosphate (3,4,5)PIP3 with higher 

affinity than phosphatidylinosytol-4,5-biphosphate (4,5)PIP2 [30]. Indeed, using a PIP strip binding 

assay we showed FilGAP-WT strongly binds (3,4,5)PIP3 and, to a lesser extent, (3,4)PIP2 but not 

(4,5)PIP2, (3,5)PIP2 (Fig 5A). On the other, when the PIPs strips were incubated with the same 

amounts of mutant FilGAPs (Fig 5B), FilGAP-PIPs interactions were totally knocked-out by R95Q 

mutation whereas P417H and T481M mutations remained without significant effect (Fig 5A). 

Together these data suggest that the loss of interaction with (3,4,5)PIP3 we observe in vitro for R95Q 

mutation might affect FilGAP/membrane interaction in vivo. 

WT or R95Q PH domain modelization is in progress by Nadége Germain in CEA (fig 5B)  

 

P417H and T481M mutations affect FilGAP/FlnA interactions. 

FlnA/FilGAP interactions are critical for the GAP activity of FilGAP toward Rac1 in vivo and 

previous studies identified the very C-terminal region of FilGAP (aa stretch encompassing 726F-

V734) as the interface between FilGAP and FlnA immunoglobulin like repeat 23 (Ig23) [19, 27, 29, 

31]. However, other regions of FilGAP, including the coiled-coil domain, also determine the affinity 

and the avidity of FlnA/FilGAP complex [31]. We have thus analyzed the impact of the mutations on 

FlnA/FilGAP interactions in co-immunoprecipitation experiments. As shown in figure 6A, 

endogenous FlnA of Hek293 cells were efficiently co-immunoprecipitated with both WT and FilGAP-

R95Q. On the other hand, P417H and T481M mutations significantly reduced by more than half the 

amount of immunoprecipitated FlnA, indicating they affect FlnA/FilGAP interaction. 

Previous studies indicate that FilGAP fulfills its Rac1GAP activity thanks to its interactions with FlnA 

which sequester FilGAP to specific cellular domains. Loosening of their interaction could thus 

increase FilGAP motility and participate to the altered Rac1 regulation we observed. We tested this 

hypothesis in FRAP experiments using a functional (Fig S2) chimeric FilGAP fused to mcherry 

fluorescent protein expressed in HT1080 cells as well as shRNA-FlnA knockout HT1080 cells [10]. A 



- Résultats - 

 - 118 -  

typical experiment performed using FilGAP-WT and HT1080 cells is illustrated on figure 6B (left 

panel). After bleaching 70-80% of mcherry-FilGAP fluorescence, the fluorescence recovered within 

25-30 sec (t1/2 = 11.2 ± 1.0 sec, n= 16) and reached a new steady state level. Accordingly, the non 

recovered fraction represents the immobile fraction of FilGAP and typically averaged 24.7 ± 3.0% 

(n=14) of initial fluorescence in our set of experiments. Consistent with the data described above, 

FRAP kinetics and the percentage of recovery of FilGAP-R95Q were indistinguishable from those of 

FilGAP-WT (Fig 6B right panel, Table 3). On the other hand, FilGAP-P417H and T481M mutants 

recovered significantly faster and in a larger proportion than FilGAP-WT (see histograms on Fig 6B). 

Together, these data are consistent with an increased mobility of P417H and T481M mutants resulting 

from the loosening of their interactions with FlnA. This idea was further supported by the following: 

first, FRAP data of P417H and T481M mutants were similar to those obtained when the key valine 

residue (V734) of FilGAP, involved in the FlnA/FilGAP interface and interaction, was mutated to a 

tyrosine (FilGAP-V734Y) to abrogate FlnA/FilGAP binding (Table 3) [31]. Second, FlnA extinction 

leveled down both the kinetics and steady state recoveries of FilGAP-WT and all the mutants tested 

(R95Q, P417H, T481M and V734Y) to faster and higher values, respectively (Fig 7 and Table.3).  

Together, our data indicate that R95Q mutation and P417H, T481M mutations affect FilGAP 

function through inappropriate membrane sequestration or targeting by two different mechanisms, 

improper interaction with membrane PIPs and the cytoskeleton organizer FlnA. 

 

FilGAP knock-out affects Zebrafish valvular development. 

In Progress in boston by David Milan 
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Discussion 
 
Cardiac valves experience harsh and repetitive mechanical loading including shear stress, pressure and 

stretching during cardiac contraction cycle from early embryological stage and along the lifetime of 

individuals. In fact, many clues indicate that the sculpting of saddle shaped mitral annulus, posterior 

and anterior scallops length and shape as well as the positioning of chordae tendineae anchorage are 

orchestrated by these particular hemodynamic forces which participate to the  proper developmental 

maturation and the homeostasis of the mitral valve [32-33]. Our present study pointing to new 

mutations targeting a key component of the cellular mechanical transduction pathway in inheritable 

mitral valvulopathy further supports this notion. 

Here, the screening of a cohort of sporadic, non syndromic MVP patients identified three rare 

mutations in the FlnA-interacting Rac1 specific regulator FilGAP. Strikingly, although the functional 

and clinical traits of the FlnA and FilGAP associated valvulopathies were different, both FlnA and 

FilGAP are well recognized actors of cellular mechanical stress response signaling pathway. Indeed, 

FlnA patients exhibited polyvalvular defects associated with developmental and degenerative myxoid 

alterations of both anterior and posterior mitral leaflets as well as the sub-valvular apparatus but no 

chordal rupture [6] and (TLT unpublished observations). On the other hand, the two FilGAP probands 

(FilGAP-R95Q and T481M) were referred to surgery for severe mitral regurgitation following chordal 

ruptures and the myxomatous degeneration associated to scallops thickening concerned only the 

posterior leaflet. In fact, the echocardiographic features of FilGAP patients was relatively 

homogeneous   and   corresponded   to   a   “forme   fruste”   or   minor   form   of   Barlow   disease   [26]. This 

restricted clinical picture of FilGAP-associated MVP compared to that of FlnA patients mirrors the 

restricted functional implication of FilGAP in mechano-transduction compared to FlnA which is 

involved in a large spectrum of signaling pathways thought its interaction with more than 100 binding 

partners. Ref). 

As far as FilGAP is concerned, previous studies by Akilesh and colleagues associated FilGAP loss of 

function mutation to familial focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) and, interestingly enough, a 

strong link was previously established between kidney diseases and MVP (ref). In fact, in the 

screening of FSGS cohorts for FilGAP mutations, Akilesh and collaborators specifically identified and 
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associated the FilGAP-Q158R mutation to FSGS. Interestingly, they also identified FilGAP-T481M 

mutation in addition to P417A in which the proline is substituted by an alanine. The latter mutation 

(FilGAP-P417A) is most probably a fully functional frequent variant that we also detected in both 

MVP and control cohorts (our preliminary data indicate this mutation does not have any functional 

impact on FilGAP properties ,not shown). Intriguingly, neither FilGAP-T481M nor R95Q and P417H 

MVP patients examined in the present study exhibited any sign of renal dysfunction. However, it is 

worth noting that Q158R mutation is located close to the catalytic site of the GAP domain and might 

thus have more drastic functional effects on FilGAP activity compared to MVP associated mutations 

that may require harsh mechanical stress conditions experienced by the cardiac valves to express their 

functional deficiency. Unfortunately the valvular status of the FSGS patients harboring FilGAP-

Q158R mutation remained undetermined  and further studies  will be required to clarify the potential 

link between FSGS and MVP. 
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Materials and Methods. 

Reagents. 

Polyclonal antibodies for GAPDH (1:10,000); and HRP-conjugated antibodies (1:10 000) were 

purchased from Santa Cruz. Monoclonal antibodies were purchased from Chemicon (anti-filamin A, 

1:1000), BD Transduction Laboratories (anti-Rac1, 1:500), Sigma – Aldrich (FilGAP, 1:250), Roche 

(anti-HA, 1:1000). Total human mitral valve RNAs from a healthy 41 years old man were obtained 

from AMS Biotechnology. Brain and kidney total RNAs were from Clonetech (Human Multiple 

Tissue cDNA Panels). 

RT-PCR 

mRNA were reverse transcribed and amplified using the High Capacity cDNA Reverse transcription 

kits (Applied Biosystems) and amplified by PCR following the manufacturers recommendations. The 

following forward (F) and reverse (R) isoforms specific ARHGAP24 primers  were  used:   iso1_F:  5’-

caatgactccacggagaacc-3’;;   iso1_R:   5’-tccctgggttctcttcattg-3’;;   iso2_F:   5’-aaaccgggttcagaacttca-3’;;  

iso2_R:   5’-cccacagtcaaaggcatctt-3’;;   iso3_F:   5’-tgggatgggaggatactgac-3’;;   iso3_R:   5’-

atatgactcggcggattgac-3’;;   iso4_F:   5’-ctgaagtgtatgtttgtgcaag-3’;;   For   GAPDH and FLNA we used 

GAPDH_F:   5’-ttcattgacctcaactacatggt-3’;;   GAPDH_R:   5’-ctcagtgtagcccaggatgccctt-3’;;   FLNA_F:   5’-

caggcttggtgtctgcttacg-3’;;  Primer  FLNA_R:  5’-tcccgcattgctcgtgtt-3’. 

Patients’  consents,  clinical  studies. 

The study was conducted in compliance with current Good Clinical Practice standards and in 

accordance with principles set forth under the Declaration of Helsinki (1989). Institutional review 

board approvals of the study were obtained before the initiation of patient enrollment. Each patient 

entering the study agreed to and signed an institutional review board-approved statement of informed 

consent. The present study was conducted according to French guidelines for genetic research and 

approved by the ethics committee of Nantes University Hospital. Written informed consent was 

obtained from all participants. Clinical investigation included a review of medical history and a 

physical examination, with particular attention given to the cardiovascular system and any connective 

tissue diseases. The phenotypic assignment of family members was based on echocardiographic 
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examination. Transthoracic echocardiograms were recorded according to the criteria of the American 

Society of Echocardiography with a Sequoia C256 (Acuson Inc., Mountain View, Calif) equipped 

with a multifrequency probe (3.5 to 2.0 MHz). Measurements of mitral valves were performed on 

parasternal, long-axis, 2-dimensional images without second harmonic. The length of each leaflet was 

determined immediately before valve closure. The thickness of the free edge of the mitral leaflets was 

measured on a selected diastolic frame that clearly separated the mitral leaflets and chordae. Mitral 

valve prolapse was considered to exist when 2-dimensional recordings in the parasternal long-axis 

view showed protrusion of mitral leaflets into the left atrium, crossing the line between the annular 

hinge points, and when the coaptation point of the leaflets remained at or above the mitral annular 

plane during systole. Mitral regurgitation was estimated by using standard methods, which include the 

proximal isovelocity surface area (PISA) analysis. 

DNA extraction and sequencing. 

Patients’   DNA   was   isolated   from   peripheral   blood   lymphocytes   with   standard   methods.   After  

amplification by PCR, excess primers were removed from the amplified fragments using exoSAP 

(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) and sequenced with a dye-terminator cycle-sequencing 

system (ABI PRISM 3730, Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster City, Calif). Sequences analyses 

were performed with Seqscape v2.5. 

Cell culture and transfection.  

Hek293 cells were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and L-

glutamine. HT1080 cells and shRNA mediated FlnA knocked down HT1080 cells were obtained from 

Dr D Calderwood (Yale Univ, New Have CT, USA) and grown in DMEM supplemented with 10% 

FCS, L-glutamine and the same medium supplemented with 2µg/ml puromycin, respectively. The 

cells were transfected with FilGAP constructs plasmids using Lipofectamine (Invitrogen) or 

Genecellin  (BiocellChallenge)  according  to  the  manufacturers’  specifications.   
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Plasmids and SiRNA. 

The pCMV5 N-terminally HA-tagged FilGAP (HA-FilGAP-WT) was a gift of Dr Yasutaka Ohta 

(Division of Cell Biology, Kitasato University, Kitasato, Japan). Myc-tag and R95Q, P417H, T481M 

and V734F mutations were introduced in the wild-type FilGAP using PCR based mutagenesis kits 

(Quickchange and Q5 site directed mutagenesis kits from Agilent Tech and New England Biolabs, 

respectively). The mcherry-C1 expression vector (Clonetech) was used to construct red fluorescent 

protein (mcherry) N-terminally tagged FilGAPs. All the constructs were verified by sequencing. To 

deplete endogenous FilGAP, siRNA   oligonucleotide   duplexes   targeting   the   sequence   5′-

AAGATAGAGTATGAGTCCAGGATAA-3′   (nt   1975–1999 of FilGAP) were used [27]. Control 

siRNA duplexes targeting  GFP  were  used  (sens  5’-GCAAGCUGACCCUGAAGUUCAU-3’,  antisens  

5’-GAACUUCAGGGU CAGCUUGCCG-3’).  The  cells  were   transfected  according   to   the  suppliers’  

guidelines (Eurogentec) and used 48 hours post transfection. 

Adhesion and spreading assays. 

The impedance measurement technology of the xCELLigence system was used to monitor cell 

adhesion and spreading as previously described [14, 34]. 1 X 104 cells per well were plated into 96-

wells E-Plates (Roche Diagnostics, GmbH), placed on the Real Time Cell Analyzer and incubated at 

37°C in a 5% CO2 incubator. Cell adhesion and spreading were measured as the changes in the 

electrical impedance between the microelectrodes lining the bottom of the wells and expressed as a 

Cell Index (CI) according to the manufacturer's guidelines. Impedance measurements were taken every 

1 min for 3 hours. The slope of CI changes (dCI/dt) were calculated between t30min and t1h30min. 

Co-immunoprecipitation and immunoblotting. 

Cells transfected with FilGAP-HA were lysed in NETF buffer containing: 100 mM NaCl, 2 mM 

EGTA, 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaF, 1 % NP-40, 1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 1X protease 

inhibitor cocktail (Roche) and lysates clarified by centrifugation (15,000 × g for 15 min at 4°C). The 

cell lysates (500 µg) were incubated with 6 µg of anti-HA for 2 h at 4°C and then with 30 µl of protein 

A conjugated beads (Dynabeads, Invitrogen) for 1h at 4°C. The immunoprecipitates were washed four 
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times with NETF buffer and separated by SDS-PAGE transferred to nitrocellulose membrane (Bio-

Rad Transblot). Immunoblots probed with appropriate antibodies and revealed using enhanced 

chemiluminescence (ECL) kit (GE Healthcare). Chemiluminescence signals were quantified using an 

Imager system (Roche Diagnostic) and the data normalized with respect to GAPDH. 

Glutathione-S-transferase (GST) protein purification and GST pull-down assays. 

GST-PAK1 containing the Cdc42/Rac1 Interactive Binding (Crib) region of p21 activated kinase were 

produced in Bl21 E.Coli treated overnight with 1 mM IPTG at 25°C. The GST-Rac1-Q61L fusion 

protein used to analyze FilGAP activity in a Rac1-GAP activity pull down assay, was a kind gift of Dr 

C. Guilluy and K Burridge (Institut du Thorax, Nantes, France) [28].The GST-fusion proteins were 

purified using Glutathione Agarose 4B beads (Macherey-Nagel). Transfected Hek293 cells grown for 

2-4 hrs after seeding were lysed in XXXX buffer. The cell lysates were centrifuged at 15,000 ×g for 

15 min at 4°C. 500 µg of cleared cell lysates were incubated with GST-tagged proteins (30µg) and 

rotated (18 rpm) for 1h at 4°C. The beads were washed four times with cell lysis buffer and bound 

proteins separated by SDS-PAGE. Bound Rac1 was detected by immunoblotting as describe above. In 

Rac1-GAP activity assay, cells were transfected with WT and mutant HA-FilGAPs and pulled down 

FilGAPs quantified by western blotting using anti-HA antibody. 

Phophoinositides binding assay. 

PIP  strips  (Echelon)  were  used  according  to  the  manufacturer’s  instruction  to  test  FilGAP  binding  to  

phosphatidylinosytols. Strips were incubated overnight at 4°C with cleared cell lysates (20µg) and 

anti-HA antibody and then revealed by ECL. 

FRAP experiments. 

Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) experiments were performed on mCherry-FilGAP 

transfected HT1080 cells (WT and FlnA Ko cells) seeded on 8µm slide chambers (Ibidi) 24 hours 

after transfection using a Nikon confocal Eclipse C1 inverted microscope equipped with a temperature 

(37°C) and atmosphere controlled (5% CO2) chamber. Briefly, steady state control images were 
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captured for 30 sec and a region of interest (1 µm2) was bleached for 500 msec using 488 and 564 

laser wavelengths to obtain ≈ 70-80% decrease of fluorescence. Images were then captured every 5 sec 

for 1 min after bleaching. Kinetics of recovery were fitted to a mono-exponential, t1/2 and % of 

recovery calculated. 

 

Zebrafish studies. 

In progress by D. Milan 

 

Statistical analysis  

Each assay presented here was performed at least three times. Graphs depict mean values ± SEM of 

sample size n. Data were analyzed using Prism (GraphPad Software) and  p-values were generated 

using a Mann-Whitney test or two-ways ANOVA test: *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. 
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Figure legends 

 

Figure 1: Discovery of 3 new rare variant in FilGAP protein. A) Tissue expression of FilGAP is 

determined by RT-PCR assay on brain, kidney and mitral valve RNA. The 3 isoforms of FilGAP are 

expressed in Mitral Valve whereas FilGAP isoform 1 is missing in kidney and isoform 3 in brain. The 

mutations that we found are present in FilGAP isoform-1. B) Pedigree tree of 3 MVP families that 

lead to the identification of FilGAP mutations. Female member are identified by circles and males by 

squares. Clinical status is indicated by filled symbols, affected (Dark), problably affected (grey) and 

healthy (white). + or – signs indicate the presence of FilGAP mutation and the ? sign, patients not 

examined by clinicians. Schematic diagram representing the FilGAP structure. In N-terminal, the 

pleckstrine domain (PH) participates to membrane anchorage with PIP2 and PIP3. Next, the GAP 

domain that regulates Rac activity. This GAP domain is under control of phosphorylation sites 

phosphorylated in Spacer domain. In C-terminal part, the coiled-coil domain determines FilGAP 

dimerization and the sequence of 10 amino acid is necessary for FLNa interaction (FLNa domain). 

The 3 mutations are localized in PH domain (R95Q) for the 1st one and the 2 others (P417H and 

T481M) between phosphorylation sites. 

Figure 2: FilGAP valve dystrophy. A) Echocardiography of II:1 FilGAP-T481M patient. Posterior 

leaflet prolapse (thick arrow) with leaflet elongation and anterior displacement of the coaptation point 

(thin arrow) B) Echocardiography of II:2 FilGAP-T481M patient. Posterior leaflet prolapse (3 mm 

above the annulus line, into the left atrium) with moderate anterior displacement of the coaptation 

point 

Figure 3: MVP-associated FilGAP mutations are loss of function mutations. A) Typical western 

blot of a Rac1-GTP pull down assay experiment. Hek293 cells were transfected with pcdna3 (control), 

HA-FilGAP-WT, R95Q, P417H or T481M and active Rac1 isolated using GST-PAK1. Although all 

HA-FilGAP constructs were expressed to similar levels (input FilGAPs-HA), only FilGAP-WT 

(second lane) significantly decreased the active Rac1 pulled down compared to control. The histogram 

on the right gives the mean data from seven experiments. Error bars show SEM, ** P<0.01 versus 
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pcdna3 condition. B) Active Rac1-GAP pull down assay. Equal amount of HA-FilGAPs (input HA-

FilGAPs) were loaded on GST-Rac1-Q61L fusion protein (red ponceau staining shown in the bottom 

image)  and  “active”  FilGAPs  pulled  down  were  revealed  using  anti-HA (upper blot). Only FilGAP-

WT   significantly   interacted  with   “active”-Rac1. The histogram on the right gives the mean of five 

experiments. ** indicates significant difference (P<0.01) versus FilGAP-WT cells. 

 

Figure 4: Loss of function of FilGAP mutants revealed in cell spreading assays. 

A) Cell indexes (CI) values measured using xCELLigence system. FilGAP-WT transfected cells 

exhibited slower CI increases and lower steady states CI (CIst) compared to pcdna3 or siRNA control 

treated cells. On the other hand, cells treated with siRNA targeting FilGAP exhibited faster increase 

and higher CIst compared to controls (lower panel). The blot image illustrates the |80% extinction of 

endogenous FilGAP obtained using FilGAP specific siRNA (upper panel). B) CI recordings obtained 

from R95Q, P417H and T481M transfected cells. The pcdna3 and FilGAP-WT data shown in A) are 

reproduced to facilitate comparison. None of the mutant FilGAPs altered cell spreading and adhesion 

compared to pcdna3 transfected cells. Values represent the mean of six experiments and SEM are 

indicated by the bars. ** significant difference (p<0.01) vs FilGAP-WT. C) FilGAP mutations do not 

affect its dimerization. Hek293 cells were co-transfected Myc-tagged FilGAP-WT and HA-tagged 

FilGAP mutants. The blots on the right show immunoprecipitated mutant FilGAPs using anti-HA 

antibody (lower image) and the co-immunoprecipitated myc-tagged FilGAP-WT (upper image). Myc-

FilGAP-WT was co-IPed with WT and all the HA-tagged mutant FilGAPs. Control experiment shows 

Myc-FilGAP was not immunoprecipitated by anti-HA antibody in the absence of co-transfected HA-

FilGAPs. The blots on the left show the constructs were expressed at similar levels in the different 

conditions.  GAPDH  was  used  as  “gel   loading”  control.  These  experiments  were   reproduced at least 

twice. 

 

Figure 5 FilGAP-R95Q mutation affects PIPs binding. A) PIP strips carrying (3,4)PIP2, (3,5)PIP2, 

(4,5)PIP2, (3,4,5)PIP3 dots were incubated with equal amounts of HA-FilGAP-WT, R95Q, P417H or 

T481M (as shown by the western blot below) and their binding revealed by ECL using anti-HA-and 
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peroxidase coupled antibodies. Only R95Q mutation suppresses both (3,4)PIP2 and (3,4,5)PIP3 

FilGAP   binding.   GAPDH   was   used   as   a   “gel   loading”   control.   These   experiments   and   data   were  

reproduced three times. B) Modelization of PH domain of FilGAP WT and R95Q. In progress . 

 

 

Figure 6. FilGAP-P417H and T481M mutations impede FlnA/FilGAP interactions and cellular 

motility of FilGAP. A) The two upper blots on the left show immunoprecipitated (IP) HA-FilGAP-

WT, R95Q, P417H and T481M transfected in Hek293 cells and the co-immunoprecipitated (Co-IP) 

FlnA. Note that P417H and T481M mutations significantly reduced Co-IPed FlnA. The lower blots 

show the similar expression levels of FlnA and HA-FilGAP in the different conditions and GAPDH 

was   used   as   a   “gel   loading”   control.   The   histogram   on   the   left   shows   the   quantification   of   three  

experiments. ** indicates significant (p< 0.01) difference vs FilGAP-WT. B) A typical recording of a 

FRAP experiment performed on a HT1080 cell expressing mcherry-FilGAP-WT is shown on the left. 

The mobile and immobile fractions of FilGAP are indicated. The averaged data from FilGAP-WT 

(n=16), R95Q (n=13), P417H (n=12) and T481M (n=15) transfected cells from 3-4 experiments are 

shown on the right. The histograms shows the averaged data of t1/2 and recovered fluorescence at t = 

1min. P417H and T481M mutations but not R95Q significantly increase the rates of recovery and 

reduce the immobilized fraction. ** indicates significant (p< 0.01) difference vs FilGAP-WT. 

Numerical data are given in supplemental Table 3 

  

Figure 7. FilGAP-P417H and T481M mutations impede FlnA/FilGAP interactions and cellular 

motility of FilGAP. Averaged recovered fractions (immobile/mobile) and t1/2 of FilGAP-WT (n=6), 

R95Q (n=6), P417H (n=9), T481M (n=11) and V734Y (n=7) from three experiments performed in 

shRNA FlnA-KO HT1080 cells. The FilGAP-WT data obtained in HT1080 cells from A) are added to 

facilitate comparison. All the constructs tested exhibited similar motilities in the absence of filamin A. 

** and *** indicates significant difference (p< 0.01 and p<0.001 respectively) vs FilGAP-WT in 

HT1080 cells. Numerical data are given in supplemental Table 3. 
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S1: Schematic diagram representing all 4 FilGAP isoform structure. The sequences of 3 isoforms 

of FilGAP differ from ARHGAP-1 isoform by the lacking of PH domain in N-terminal part. 

 

S2: Comparison of FilGAP-HA and FilGAP-mCherry construct. Cell indexes (CI) values 

measured using xCELLigence system. FilGAP-WT-mCherry transfected cells exhibited same CI and 

same steady states CI (CIst) compared to FilGAP-WT-HA. The same result was obtained with both 

FilGAP-T481M-HA and FilGAP-T481M-mCherry. On the other hand, the cells transfected with 

FilGAP-T481M-HA and FilGAP-T481M-mCherry exhibited higher CI increases and higher steady 

states CI compare to both FilGAP-WT-HA and FilGAP-WT-mCherry. ** indicates significant (p< 

0.01) difference vs FilGAP-WT-HA 

 

S3: Expression of FilGAP-mCherry and FLNa in HT1080 cells. Western blot analysis of total 

extract (25 µg) from HT1080 and FLNa-KO HT1080 cells transfected with FilGAP-mCherry 

constructs. The blot probed with anti-FLNa shows only HT1080 cells expressed FLNa compare to 

FLNa-KO HT1080. Nevertheless, FilGAP-mCherry constructs expression is the same in both cells 

lines. The blot probed wit anti GAPDH to normalized the among of protein. 

   



- Résultats - 

 - 131 -  

[1] J.M. Flack, J.H. Kvasnicka, J.M. Gardin, S.S. Gidding, T.A. Manolio, D.R. Jacobs, Jr., 

Anthropometric and physiologic correlates of mitral valve prolapse in a biethnic cohort of young 

adults: the CARDIA study, Am Heart J, 138 (1999) 486-492. 

[2] L.A. Freed, D. Levy, R.A. Levine, M.G. Larson, J.C. Evans, D.L. Fuller, B. Lehman, E.J. 

Benjamin, Prevalence and clinical outcome of mitral-valve prolapse, N Engl J Med, 341 (1999) 1-7. 

[3] B. Lee, M. Godfrey, E. Vitale, H. Hori, M.G. Mattei, M. Sarfarazi, P. Tsipouras, F. Ramirez, D.W. 

Hollister, Linkage of Marfan syndrome and a phenotypically related disorder to two different fibrillin 

genes, Nature, 352 (1991) 330-334. 

[4] F. Malfait, P. Coucke, S. Symoens, B. Loeys, L. Nuytinck, A. De Paepe, The molecular basis of 

classic Ehlers-Danlos syndrome: a comprehensive study of biochemical and molecular findings in 48 

unrelated patients, Hum Mutat, 25 (2005) 28-37. 

[5] K.K. Singh, K. Rommel, A. Mishra, M. Karck, A. Haverich, J. Schmidtke, M. Arslan-Kirchner, 

TGFBR1 and TGFBR2 mutations in patients with features of Marfan syndrome and Loeys-Dietz 

syndrome, Hum Mutat, 27 (2006) 770-777. 

[6] F. Kyndt, J.P. Gueffet, V. Probst, P. Jaafar, A. Legendre, F. Le Bouffant, C. Toquet, E. Roy, L. 

McGregor, S.A. Lynch, R. Newbury-Ecob, V. Tran, I. Young, J.N. Trochu, H. Le Marec, J.J. Schott, 

Mutations in the gene encoding filamin A as a cause for familial cardiac valvular dystrophy, 

Circulation, 115 (2007) 40-49. 

[7] F. Kyndt, J.J. Schott, J.N. Trochu, F. Baranger, O. Herbert, V. Scott, E. Fressinaud, A. David, J.P. 

Moisan, J.B. Bouhour, H. Le Marec, B. Benichou, Mapping of X-linked myxomatous valvular 

dystrophy to chromosome Xq28, Am J Hum Genet, 62 (1998) 627-632. 

[8] F. Nakamura, T.P. Stossel, J.H. Hartwig, The filamins: organizers of cell structure and function, 

Cell Adh Migr, 5 (2011) 160-169. 

[9] A.X. Zhou, J.H. Hartwig, L.M. Akyurek, Filamins in cell signaling, transcription and organ 

development, Trends Cell Biol, 20 (2010) 113-123. 

[10] M. Baldassarre, Z. Razinia, C.F. Burande, I. Lamsoul, P.G. Lutz, D.A. Calderwood, Filamins 

regulate cell spreading and initiation of cell migration, PLoS One, 4 (2009) e7830. 

[11] Z. Razinia, T. Makela, J. Ylanne, D.A. Calderwood, Filamins in mechanosensing and signaling, 

Annu Rev Biophys, 41 (2012) 227-246. 

[12] Y. Shifrin, P.D. Arora, Y. Ohta, D.A. Calderwood, C.A. McCulloch, The role of FilGAP-filamin 

A interactions in mechanoprotection, Mol Biol Cell, 20 (2009) 1269-1279. 

[13] T.P. Stossel, J. Condeelis, L. Cooley, J.H. Hartwig, A. Noegel, M. Schleicher, S.S. Shapiro, 

Filamins as integrators of cell mechanics and signalling, Nat Rev Mol Cell Biol, 2 (2001) 138-145. 

[14] D. Duval, A. Lardeux, T. Le Tourneau, R.A. Norris, R.R. Markwald, V. Sauzeau, V. Probst, H. 

Le Marec, R. Levine, J.J. Schott, J. Merot, Valvular dystrophy associated filamin A mutations reveal a 

new role of its first repeats in small-GTPase regulation, Biochim Biophys Acta, 1843 (2014) 234-244. 



- Résultats - 

 - 132 -  

[15] G. Loirand, V. Sauzeau, P. Pacaud, Small G proteins in the cardiovascular system: physiological 

and pathological aspects, Physiol Rev, 93 (2013) 1659-1720. 

[16] A. Lardeux, F. Kyndt, S. Lecointe, H.L. Marec, J. Merot, J.J. Schott, T. Le Tourneau, V. Probst, 

Filamin-a-related myxomatous mitral valve dystrophy: genetic, echocardiographic and functional 

aspects, J Cardiovasc Transl Res, 4 (2011) 748-756. 

[17] R.A. Norris, R. Moreno-Rodriguez, A. Wessels, J. Merot, P. Bruneval, A.H. Chester, M.H. 

Yacoub, A. Hagege, S.A. Slaugenhaupt, E. Aikawa, J.J. Schott, A. Lardeux, B.S. Harris, L.K. 

Williams, A. Richards, R.A. Levine, R.R. Markwald, Expression of the familial cardiac valvular 

dystrophy gene, filamin-A, during heart morphogenesis, Dev Dyn, 239 (2010) 2118-2127. 

[18] K. Sauls, A. de Vlaming, B.S. Harris, K. Williams, A. Wessels, R.A. Levine, S.A. Slaugenhaupt, 

R.L. Goodwin, L.M. Pavone, J. Merot, J.J. Schott, T. Le Tourneau, T. Dix, S. Jesinkey, Y. Feng, C. 

Walsh, B. Zhou, S. Baldwin, R.R. Markwald, R.A. Norris, Developmental basis for filamin-A-

associated myxomatous mitral valve disease, Cardiovasc Res, 96 (2012) 109-119. 

[19] Y. Ohta, J.H. Hartwig, T.P. Stossel, FilGAP, a Rho- and ROCK-regulated GAP for Rac binds 

filamin A to control actin remodelling, Nat Cell Biol, 8 (2006) 803-814. 

[20] A.J. Ehrlicher, F. Nakamura, J.H. Hartwig, D.A. Weitz, T.P. Stossel, Mechanical strain in actin 

networks regulates FilGAP and integrin binding to filamin A, Nature, 478 (2011) 260-263. 

[21] F. Nakamura, FilGAP and its close relatives: a mediator of Rho-Rac antagonism that regulates 

cell morphology and migration, Biochem J, 453 (2013) 17-25. 

[22] J.R. Hove, R.W. Koster, A.S. Forouhar, G. Acevedo-Bolton, S.E. Fraser, M. Gharib, Intracardiac 

fluid forces are an essential epigenetic factor for embryonic cardiogenesis, Nature, 421 (2003) 172-

177. 

[23] M.S. Sacks, W. David Merryman, D.E. Schmidt, On the biomechanics of heart valve function, J 

Biomech, 42 (2009) 1804-1824. 

[24] H. Tan, S. Biechler, L. Junor, M.J. Yost, D. Dean, J. Li, J.D. Potts, R.L. Goodwin, Fluid flow 

forces and rhoA regulate fibrous development of the atrioventricular valves, Dev Biol, 374 (2013) 

345-356. 

[25] J. Vermot, A.S. Forouhar, M. Liebling, D. Wu, D. Plummer, M. Gharib, S.E. Fraser, Reversing 

blood flows act through klf2a to ensure normal valvulogenesis in the developing heart, PLoS Biol, 7 

(2009) e1000246. 

[26] D.H. Adams, R. Rosenhek, V. Falk, Degenerative mitral valve regurgitation: best practice 

revolution, Eur Heart J, 31 (2010) 1958-1966. 

[27] K. Saito, Y. Ozawa, K. Hibino, Y. Ohta, FilGAP, a Rho/Rho-associated protein kinase-regulated 

GTPase-activating protein for Rac, controls tumor cell migration, Mol Biol Cell, 23 (2012) 4739-

4750. 

[28] C. Guilluy, A.D. Dubash, R. Garcia-Mata, Analysis of RhoA and Rho GEF activity in whole cells 

and the cell nucleus, Nat Protoc, 6 (2011) 2050-2060. 



- Résultats - 

 - 133 -  

[29] F. Nakamura, T.M. Osborn, C.A. Hartemink, J.H. Hartwig, T.P. Stossel, Structural basis of 

filamin A functions, J Cell Biol, 179 (2007) 1011-1025. 

[30] J.K. Klarlund, W. Tsiaras, J.J. Holik, A. Chawla, M.P. Czech, Distinct polyphosphoinositide 

binding selectivities for pleckstrin homology domains of GRP1-like proteins based on diglycine 

versus triglycine motifs, J Biol Chem, 275 (2000) 32816-32821. 

[31] F. Nakamura, O. Heikkinen, O.T. Pentikainen, T.M. Osborn, K.E. Kasza, D.A. Weitz, O. 

Kupiainen, P. Permi, I. Kilpelainen, J. Ylanne, J.H. Hartwig, T.P. Stossel, Molecular basis of filamin 

A-FilGAP interaction and its impairment in congenital disorders associated with filamin A mutations, 

PLoS One, 4 (2009) e4928. 

[32] P.J. Kilner, G.Z. Yang, A.J. Wilkes, R.H. Mohiaddin, D.N. Firmin, M.H. Yacoub, Asymmetric 

redirection of flow through the heart, Nature, 404 (2000) 759-761. 

[33] M. Padala, R.A. Hutchison, L.R. Croft, J.H. Jimenez, R.C. Gorman, J.H. Gorman, 3rd, M.S. 

Sacks, A.P. Yoganathan, Saddle shape of the mitral annulus reduces systolic strains on the P2 segment 

of the posterior mitral leaflet, Ann Thorac Surg, 88 (2009) 1499-1504. 

[34] R.J. Keogh, New technology for investigating trophoblast function, Placenta, 31 (2010) 347-350. 

 

 

 

 

 

  



- Résultats - 

 - 134 -  
  

?
I:1

?
I:2

II:1
?

II:2

?
III:1

?
III:2

?
III:3

?
III:4

A

I:1 I:2

II:3II:2II:1
?

II:4

III:2
?

III:3III:1

?
I:2I:1

II:1 II:2

III:1

+ + +

+

+

- -

-

1 19 125 135 329 649 725 748

PH 
domain

GAP
domain

CC
domain

FLNa
domain

Spacer
domain

* * *
R95Q P417H T481M

B

PH GAP CC 

+

Figure n°1

S391 
S402 

S413 
S415 S452 

S437 

Arhgap24 iso-1

Arhgap24 iso-2

Arhgap24 iso-3

GAPDH

CTL Brain Kidney Mitral 
Valve



- Résultats - 

 - 135 -  
  

A

B

Figure n°2



- Résultats - 

 - 136 -  
  

GAPDH

HA-FilGAP

HA-FilGAP

Input

Pulled 
Down

Fo
ld

 c
ha

ng
e 

of
 F

ilG
A

P 

**

1.5

1.0

0.5

0.0
Fo

ld
 c

ha
ng

e 
of

 R
ac

1-
G

TP

**

R95Q P417H T481MGAPDH

Rac1

Rac1-GTP

Input

Pulled 
Down

WTpcdna3

HA-FilGAP

1.5

1.0

0.5

0.0

** **

A

B

GST-Rac Q61LRed 
ponceau

FilGAP

R95Q P417H T481MWTpcdna3

R95Q P417H T481MWT

FilGAP

R95Q P417H T481MWT

Figure n°3



- Résultats - 

 - 137 -  
  

A B

C

GAPDH

HA-FilGAPInput HA-FilGAP

Myc-FilGAP-WT

FilGAP
WT

FilGAP
R95Q

FilGAP
P417H

FilGAP
T481M

IP HA
WB-HA

Co-IP Myc
WB-MycMyc-FilGAP-WT

FilGAP
WT

FilGAP
R95Q

FilGAP
P417H

FilGAP
T481M

FilGAP
WT

FilGAP
WT

GAPDH

FilGAP

pcD
NA3

siR
NA Contr

ol

siR
NA Fi

lGAP

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

C
el

l I
nd

ex
 (A

.U
)

0 1 2 3 0 1 2 3
0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

C
el

l I
nd

ex
 (A

.U
)

Time (h) Time (h)

PCDNA3
FilGAP WT
siRNA control
siRNA FilGAP

Filgap WT
Filgap R95Q
Filgap P417H
Filgap T481M

** **

***

Figure n°4



- Résultats - 

 - 138 -  
  

A

 Phosphatidylinositol (PIPs)

FilGAP-HA

B

GAPDH

(3
,4

)P
IP

2
(3

,5
)P

IP
2

(4
,5

)P
IP

2
(3

,4
,5

)P
IP

3

FilGAP WT

FilGAP R95Q

FilGAP T481M

FilGAP P417H

FilGAP

R95Q P417H T481MWT

Figure n°5

Modelization of PH domain is in progress



- Résultats - 

 - 139 -  
  

A
1.5

1.0

0.5

0.0

Fo
ld

 c
ha

ng
e 

of
 F

LN
a 

GAPDH

FLNa

FilGAP-HAInput

FilGAP-HA

FLNa

IP

Co-IP

B

** **

FilGAP

R95Q P417H T481MWT

R95Q P417H T481MWTFilGAP

-40 -20 0 20 40 60
0

20

40

60

80

100

120

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
et

ns
ity

 (%
)

Time (msec)

Mobile
fraction

Immobile
fraction FilGAP WT

FilGAP T481M

FilGAP R95Q
FilGAP P417H

-40 -20 0 20 40 60

Time (msec)

0

20

40

60

80

100

120

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
et

ns
ity

 (%
)

0

20
60

80

100

120

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
et

ns
ity

 (%
)

Immobile fraction

Mobile fraction

** **

R95Q P417H T481MWTFilGAP R95Q P417H T481MWTFilGAP

** **

15

10

5

0

t 1
/2

 (s
)

Figure n°6

**



- Résultats - 

 - 140 -  
  

Immobile fraction

Mobile fraction

R95Q P417H T481MWTFilGAP

** ** ** **

0

20
60

80

100

120

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
et

ns
ity

 (%
)

WT

FLNa + - - - -

R95Q P417H T481MWTFilGAP WT

FLNa + - - - -

15

10

5

0

t 1
/2

 (s
) ** ** ** **

Figure n°7



- Résultats - 

 - 141 -  
 

HT1080 FLNa-KO HT1080

76.29 +/- 3.02
n=16

77.19 +/- 2.13
n=13

86.57 +/- 1.90
n=12

86.27 +/- 2.04
n=15

91.36 +/- 2.55
n=11

94.10 +/- 2.95
n=9

94.24 +/- 2.87
n=6

89.55 +/- 1.58
n=10

11.19 +/- 1.02
n=16

10.62 +/- 0.49
n=13

7.32 +/- 0.47
n=12

5.84 +/- 0.47
n=15

4.52 +/- 0.81
n=10

4.62 +/- 0.35
n=6

6.08 +/- 0.93
n=9

5.70 +/- 0.61
n=11

Recovery
(%)

t1/2
(s)

WT R95Q P417H T481M WT R95Q P417H T481MFilGAP

Plasmide siRNA

dCI/dt

WT R95Q P417H T481M
pcdna3 Ctl FilGAP

0.105 
+/- 0.016

0.095 
+/- 0.009

0.119
+/- 0.016

0.116
+/- 0.015

0.125
+/- 0.02

0.105 
+/- 0.01

0.188
+/- 0.021

CIst 0.230
+/- 0.008

0186 
+/- 0.005

0.255
+/- 0.01

0.233
+/- 0.016

0.245
+/- 0.02

0.228 
+/- 0.013

0.301
+/- 0.016

FilGAP

Table 2

Table 3

V734Y

91.36 +/- 2.55
n=7

5.50 +/- 0.55
n=7

Refseq 
transcrit

mRNA 
position

Protein 
position

EA
MAF

EUR
MAF

Protein
domain GERP

5.02

4.72

5.60

4.86

PH Domain

Spacer Domain

Spacer Domain

Spacer Domain

0.0013

0.01

0.0026

0.00105

0.01918

0.00105

_ _

p.Arg95Gln

p.Pro417Ala

p.Pro417His

p.Thr481Met

c.284G>A

c.1249C>G

c.1250C>A

c.1442C>T

NM_001025616.2

NM_001025616.2

NM_001025616.2

NM_001025616.2

Table 1



- Résultats - 

 - 142 -  
  

PH 
domain

GAP
domain

CC
domain

FLNa
domain

Spacer
domain

S1

S391 

S402 

S413 

S415 S452 

S437 

GAP 

GAP 

CC 

CC 

GAP CC 

PH GAP CC 

GAP CC 

GAP CC 

GAP CC 

Arhgap24 iso-1

Arhgap24 iso-2

Arhgap24 iso-3

Arhgap24 iso-4

1 19 125 135 329 649 725 748

655

653

663

1

1

1

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

C
el

l I
nd

ex
 (A

.U
)

0 1 2 3

Time (h)

FilGAP WT
FilGAP T481M
FilGAP WT mCherry
FilGAP 481 mCherry

**

S2



- Résultats - 

 - 143 -  
 

FLNa

FilGAP 
mCherry

GAPDH

FilGAP
WT

FilGAP
R95Q

FilGAP
P417H

FilGAP
T481M

FilGAP
WT

FilGAP
R95Q

FilGAP
P417H

FilGAP
T481M

HT1080 FLNa-KO HT1080

S3



 

 - 144 -  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- Discussion Générale - 



- Discussion générale - 

 - 145 -  

Les maladies cardiovasculaire sont actuellement la première cause de mortalité dans les pays 

développés. Parmi celle-ci, le prolapse de la valve mitrale (PVM) devient de plus en plus commun en 

affectant 2 à 3% de la population (Freed et coll., 1999; Devereux et coll., 2001). Cependant, ce chiffre 

peut-être sous-estimé du fait du caractère silencieux de la pathologie notamment parce que la majorité 

des cas de PVM se présente sous une forme sporadique donc difficile à déceler. Le manque de 

connaissance de cette   pathologie   fait   que   l’unique   traitement   à   ce   jour   est   la chirurgie valvulaire. 

Malgré que le PVM soit connu depuis  plus  d’un  siècle,  aucun  mécanisme impliqué dans la pathologie 

n’a été caractérisé. Les premières analyses génétiques réalisées chez des patients atteints de PVM ont 

permis de mettre en évidence 3 différents loci mais aucun   gène   n’a   pu   y être associé 

(Disse et coll., 1999; Freed et coll., 2003; Nesta et coll., 2005). Cependant,  l’identification  de  ces  loci  

a mis en évidence l’importance de la génétique dans le développement de la pathologie. Cela a été 

renforcé par la découverte de cas familiaux atteints de PVM notamment dans la région nantaise 

(Kyndt et coll., 1998; Trochu et coll., 2000).   L’avancée   des   technologies   a permis d’accélérer  

l’identification   de   nouveaux  mécanismes.  Ces   avancées   incluent   par   exemple :   1)   l’amélioration   de  

l’imagerie  médicale pour diagnostiquer et ainsi recruter les patients dans les études cliniques, 2) la 

découverte du premier gène (gène FLNA) impliqué dans une atteinte valvulaire non syndromique par 

une analyse de liaison dans des formes familiales (Kyndt et coll., 2007),  3)  l’utilisation  de  nouvelles  

approches technologiques telles que l’approche génome entier (Whole-Exom),   l’approche   gène-

candidat,   les   études   d’associations (GWAS) ou l’approche   « Haloplex »   pour   l’identification de 

nouveaux gènes chez des formes familiales et sporadiques et 4) le développement de nouveaux 

modèles cellulaires pour étudier les effets de ces mutations tel que les IPS pour permettre  d’obtenir 

des CIV porteuses de la mutation incriminée de façon endogène et ainsi se rapprocher au plus près de 

la physiopathologie (Bharadwaj et coll., 2011).  

 

Mon travail de recherche se situe dans cette période où les avancées technologiques ont permis 

de mettre en évidence des gènes potentiellement impliqués dans le PVM dont notamment le premier, 

le gène FLNA. Néanmoins aucun   mécanisme   physiopathologique   n’a   encore   pu   être clairement 

identifié. Les modèles de réexpression et   les   outils   actuels   d’analyse montrent leurs limites et 

suggèrent  que  de  nouvelles  hypothèses  doivent  être  reformulées  afin  d’améliorer  la  compréhension  de  

la  pathologie.  L’objectif   de  ma   thèse   a   été  à   la fois de comprendre les mécanismes moléculaires et 

cellulaires associés au PVM mais aussi de développer de nouvelles hypothèses de travail notamment 

sur  le  développement  de  nouveaux  modèles  cellulaires  plus  pertinents  ou  sur  l’impact  que  peut  avoir  le  

stress mécanisme dans le processus pathologique. 
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Dans la première partie de ma thèse,   j’ai   identifié   un   mécanisme   potentiellement   lié aux 

mutations de la FLNa dans le processus pathologique du PVM. 

 Mes résultats ont montré, dans un modèle de mélanome humain, que les mutations de la FLNa 

modifient   la   balance   de   l’activité   des protéines  G  monomériques   en   faveur   d’une   augmentation   de  

l’activité  de  RhoA  et  d’une  diminution  de  l’activité  de  Rac.  Les  répercussions  au  niveau  phénotypique 

sont   des   défauts   d’adhésion,   d’étalement   et   de   migration cellulaire ; ce qui est cohérent avec la 

modification de la balance Rho/Rac.  Cette  dérégulation  est  liée  à  la  perte  d’interaction  avec  la  protéine  

FilGAP qui diminue   l’activité   de   la   protéine   Rac (Duval et coll., 2013). Cela étant, cette perte 

d’interaction   n’explique   pas   l’augmentation   de   l’activité   de   RhoA.   Nous   avons   identifié que la 

protéine PTP-PEST interagit avec les premiers domaines répétés de la FLNa et que ses mutations 

modifient cette interaction. PTP-PEST régule la phosphorylation de nombreuses protéines notamment, 

celle de p190RhoGAP contrôle l’activité   de  RhoA   et   explique   ainsi   l’augmentation   de   son activité 

(Sastry et coll., 2006).  La  perte  d’interaction augmente également l’activité  de   la  protéine  ERK  1-2 

décrite comme participant à la synthèse des composants de la MEC. 

 

Dans la deuxième partie de ma thèse,   j’ai   identifié les effets des mutations de la protéine  

FilGAP dans le processus pathologique du PVM. 

 La protéine FilGAP identifiée dans le PVM lié aux mutations de la FLNa ainsi que son rôle 

fonctionnel dans la réponse au stress mécanique en font un candidat intéressant pour être 

potentiellement impliqué dans le processus pathologique. Par une approche de séquençage d’exome du 

gène ARHGAP24 codant pour FilGAP, nous avons identifié 3 variants rares dans une cohorte de 95 

patients atteints de PVM. Les mutations de la protéine FilGAP modifient son activité GTPasique ce 

qui a pour conséquence   de   ne   plus   inhiber   l’activité   de   Rac.   Cette   perte   d’inhibition   passe   par   2  

mécanismes différents : 1) la modification du domaine PH par la mutation R95Q empêche sa 

localisation membranaire et 2) les mutations P417H et T481M diminuent l’interaction  avec  la  FLNa  

ce qui a pour conséquence de ne plus le localiser à proximité de la membrane.  

 

L’identification  de  mutations   situées sur ces 2 protéines, décrites   comme   interagissant   l’une  

avec   l’autre,   nous   laisse   suggérer que cette voie de signalisation est importante dans le processus 

pathologique.  Or,   les   effets   de   ces  mutations   sont   opposés   alors   qu’ils   contribuent tous les 2 à des 

PVM.  En  effet,  les  mutations  de  la  FLNa  diminuent  l’activité  de  Rac1  alors  que  celles  de  FilGAP  ont  

tendance  à  l’augmenter. 

La première explication possible concerne la caractérisation phénotypique des patients. Il est 

difficile de déterminer le type de PVM présent chez les patients malgré les avancées techniques en 

imagerie  médicale   et   notamment   en  matière   d’échographie   cardiaque.   Cependant,   la   caractérisation  

phénotypique des patients mutés pour la FLNa est de mieux en mieux définie grâce à un suivi régulier 

des patients. Ils présentent un épaississement des feuillets valvulaires de la valve mitrale dû à un 
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remodelage excessif de la MEC, une augmentation de   la   taille   de   l’anneau   mitral associé à une 

diminution de la longueur des cordages. On trouve également des atteintes au niveau de la valve 

aortique (Barlow et Pocock, 1963).  L’ensemble  de  ces   caractéristiques   est   typique  de   la  maladie  de 

Barlow ou de la dégénérescence myxoïde. La caractérisation phénotypique est complexifiée par le fait 

que peu de patients sont porteurs des mutations de FilGAP. Cependant, les premiers résultats montrent 

tout de même une ballonisation de la valve postérieure avec un excès de longueur et un aspect plutôt 

fin. Ce phénotype ressemble à une dégénérescence fibro-élastique bien que cela reste à confirmer 

auprès   d’autres   patients   porteurs   de   la   mutation (figure n°42) (Carpentier et coll., 1980). Ces 2 

phénotypes différents peuvent être cohérents avec   une   variation   de   l’activité   de   Rac   puisqu’une  

diminution   de   l’activité   de   Rac   induit   un   remodelage   de   la   MEC   de   la   valve  

(Sanematsu et coll., 2010). On  peut  supposer  qu’une  suractivation  de  Rac  conduit  à une prolifération 

plus importante des CIV et par conséquent forme une valve plus allongée. 

 

 

 

 

Figure 42 : Comparaison des phénotypes de PVM liés aux mutations de la FLNa ou de FilGAP.  Les 

mutations  de  la  FLNa  diminuent  l’activité  de  Rac1.  Le  phénotype  associé  est  un  remodelage  excessif  de  la  valve  

comme   illustré   sur   l’échographie   (gauche).   A   l’inverse,   les   mutations de FilGAP ont tendance à augmenter 

l‘activité  de  Rac1.  Sur   le  plan  clinique,   les  patients  ont  une  valve   fine  et   allongée  surtout   la  valve  postérieure  

(droite). 
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L’origine  des  valvulopathies  peut  être  différente en fonction des mutations de la FLNa ou de 

FilGAP. Le rôle différent de ces protéines laisse à penser que celles associées aux mutations de la 

FLNa  seraient  d’ordre  développemental  alors  que  celles  associées  aux  mutations  de  FilGAP  seraient  à  

caractère progressif. De nombreux travaux montrent   l’importance  de   la  FLNa  dans   la   régulation  de  

voies  de  signalisation  et  notamment  lors  de  l’embryogenèse.  En  effet, lorsque la FLNa est délètée chez 

des souris, il en résulte une mort « in utero » avec de nombreuses malformations cardiaques 

(Sauls et coll., 2012).  Cela  peut  s’expliquer par le rôle que joue la FLNa dans la régulation de la voie 

du TGF-ß, de la 5-HT ou lors de la réponse au stress mécanique (Sasaki et coll., 2001; 

Sauls et coll., 2012; Razinia et coll., 2012).  Cette  hypothèse  s’est  vue  renforcée  par  la  présence  d’un  

léger   reflux  mitral   diagnostiqué   à   l’âge   d’1   an   chez   un   enfant porteur de la mutation de la FLNa-

P637Q.  

A  l’inverse,   la  valvulopathie  associée  aux  mutations  de  FilGAP   s’apparente  à une maladie à 

caractère progressif et non développementale. La protéine FilGAP régule très spécifiquement l’activité  

de Rac1 et participe à la réponse au stress mécanique notamment via son interaction avec la FLNa 

(Ohta et coll., 2006; Shifrin et coll., 2009). Il en résulterait une mauvaise adaptation des cellules au 

stress mécanique qui à long terme conduirait à leur activation en CIV activée.  Il  n’existe  actuellement  

aucun modèle animal KO pour FilGAP pour répondre   à   cette   question.  C’est   pourquoi nous avons 

répondu à l’appel   d’offre   « Phenomin ». Cette souris KO conditonnelle pour ce gène sera bientôt 

disponible. Ce modèle de souris couplé aux tests effectués avec les USC de patients nous permettra 

d’appréhender  les  mécanismes  physiopathologiques  du  PVM lié aux mutations de FilGAP. 

 

Les effets contradictoires entre les mutations de la FLNa et de FilGAP peuvent être également 

dus aux conditions expérimentales. En effet, les facteurs environnementaux peuvent influencer le 

comportement cellulaire. La majorité des expériences a été réalisée dans un environnement 2D sur une 

matrice rigide (≈  20  gPa) alors que les CIV dans les valves sont dans un environnement 3D et dans 

une matrice souple (≈  1  kPa) (Birukova et coll., 2013).  Cette  différence  d’environnement  et  de rigidité 

de la matrice peut modifier la réponse cellulaire et par conséquent, ne pas être représentative du 

mécanisme physiopathologique. De précédents travaux ont montré que la voie RhoA était suractivée et 

conduisait à la formation de fibres de stress lorsque la matrice était rigide, ce qui ne se retrouve pas sur 

des matrices souples (Keely, 2011; Birukova et coll., 2013). De plus, des travaux de Birukova et 

collaborateurs ont montré que la voie Rac1 était  impliquée  dans  le  maintien  de  l’intégrité  de  la  barrière  

endothéliale  en  augmentant  la  localisation  de  l’actine  à  la  périphérie  de  la  cellule,  en  redistribuant  les  

adhésions focales à la périphérie via les protéines PAK1 et cortactine (Birukova et coll., 2006; 2007). 

Ce phénomène est dépendant de la rigidité de la matrice sous jacente qui peut activer soit la voie Rho 

soit la voie Rac1 (Birukova et coll., 2013). Ces travaux peuvent expliquer la différence de phénotype 

entre les 2 pathologies. Pour celle liées aux mutations de la FLNa, la diminution de Rac1 peut induire 

une rupture de la barrière des CEV et entrainer une différenciation des CIV via la 5-HT libérée par les 
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plaquettes. La conséquence directe serait une augmentation de la synthèse de MEC. Alors que pour les 

mutations de FilGAP, la barrière des CEV n’est   pas   rompue   et   par   conséquent   cela limiterait le 

remodelage excessif de la MEC de la valve suggérant qu’un autre mécanisme impliqué dans le 

processus pathologique.  

L’environnement  3D  permet de moduler la réponse cellulaire. En effet, des cellules cultivées 

dans une matrice 3D diminuent l’activité de RhoA et activent la voie Ras-ERK1-2 pour synthétiser des 

composants de la MEC tels  que  l’élastine  (Sahai et coll., 2007; Lin et Mequanint, 2012). 

 

Le stress mécanique est un facteur important dans la physiologie des valves. En effet, les 

valves subissent les contraintes mécaniques les plus fortes et les plus variées de l’organisme  comme  

les  forces  de  tension,  de  pression  et  d’étirement (Balachandran et coll., 2006). La FLNa et la protéine 

FilGAP sont toutes les 2 des mécanosenseurs adaptant la réponse cellulaire aux contraintes 

mécaniques subies (Shifrin et coll., 2009; Razinia et coll., 2012). Cela  suggère  l’importance  du  stress  

mécanique dans le développement de la pathologie. En effet, de nombreux travaux ont montré 

l’impact  du  stress  lors  de  l’embryogénèse  et  notamment  dans  l’activation  des  CIV  impliquées dans le 

remodelage de la MEC  (Butcher et Markwald, 2007; Buskohl et coll., 2012a). Les CEV participent 

également à la transmission du stress mécanique conduisant le cas échéant à une activation des CIV 

via une infiltration plaquettaire libérant de la 5-HT ou bien une libération excessive du TGF-ß via les 

intégrines mais   également   impliquée   dans   l’EMT   lorsque   la   barrière   endothéliale   est   fragilisée 

(Balachandran et coll., 2011; Tao et coll., 2012).  L’étude  de  l’impact  des  mutations  sur  la  réponse  au  

stress mécanique de FilGAP et de la FLNa est maintenant obligée pour appréhender les mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans les formes familiales de PVM. 

 

Les avancées technologiques et le recrutement de patients atteint de valvulopathies ont permis 

l’identification  de  nouveaux  variants  potentiellement  impliqués.  L’ensemble  de  ces  variants   identifiés 

met en évidence 2 voies de signalisation importantes. En effet, certains variants comme la FLNa, 

FilGAP font partie des   protéines   régulatrices   du   cytosquelette   d’actine et sont importante dans la 

réponse cellulaire du stress mécanique (Ohta et coll., 1999; 2006). Des variants rares dans des 

protéines impliquées dans cette voie de signalisation ont été depuis identifiés comme par exemple 

Dock180 (Sanematsu et coll., 2010). D’autres  variants  comme  Lrrfip1  ou APC semblent plutôt cibler 

la voie Wnt/ß-caténine impliquée dans la valvulogenèse (Gubern et coll., 2014).  Là encore, une 

modulation de la voie par Wnt par le stress mécanique pourrait être un lien important à considérer 

(De Calisto et coll., 2005; Gessert et Kühl, 2010; Sinha et coll., 2012) 
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La découverte de nouveaux gènes et le développement de nouveaux modèles permettront 

d’améliorer  les  connaissances  dans  le  développement  du  PVM.  L’objectif  est  d’essayer  de comprendre 

les mécanismes sous-jacents à la pathologie afin de développer les traitements thérapeutiques 

appropriés et d’améliorer la prise en charge des patients. 
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Prix et Bourses 

x Prix poster au congrès de la SFC/ GRRC en Avril 2014 à Strasbourg: «ARHGAP 
24/(FilGAP); a new gene responsible for Mitral Valve Prolpase » 
 
x 1er prix C. Walton Lillehei Award au 7th biennial congress of the society for heart valve 
disease et the heart valve society of America à Venise pour la présentation: « FlnA mutations 
associated with valvular dystrophy alter the Rho/Rac balance in a melanoma cell model » 
 

x Obtention d’une  bourse  de  voyage  pour  le  congrès  de  Venise  par  l’université  de  Nantes  
 

x Obtention  d’une  bourse  de  thèse  par  la  Société  Française  de  Cardiologie  en  collaboration  
avec le Dr Thierry Le Tourneau (200 000 euros pour salaire et fonctionnement)  
 

Publication 

x Publication en 1er auteur: « Valvular dystrophy associated FlnA mutations reveal a new 
role of the first repeats of FlnA in small-GTPase regulation » dans Biochimica & Biophysica 
Acta 1843 (2014) 234–244 (Impact Factor: 4,947). 
 

Communications orales 

x Communication orale au congrès de la SFC/ GRRC en Avril 2014 à Strasbourg : 
«ARHGAP 24/(FilGAP); a new gene responsible for Mitral Valve Prolpase » 

 

x Communication orale au 7th biennial congress of the society for heart valve disease et the 
heart valve society of America à Venise pour la présentation: « FlnA mutations associated 
with valvular dystrophy alter the Rho/Rac balance in a melanoma cell model » 
 
Communications écrites 

x Poster au congrès de la SFC/GRRC en Avril 2014 à Strasbourg : «ARHGAP24/(FilGAP); 
a new gene responsible for Mitral Valve Prolpase » 
 

x Poster au congrès de la SFC/GRRC en Avril 2013 à Marseille : «FlnA mutations 
associated to valvular dystrophy: Role of PTP-N12 signaling pathways » 
 

x Poster au congrès de la SFC/GRRC de Bordeaux en Avril 2012 : «FlnA mutations 
associated to valvular dystrophy: Role of integrin and/or Rac signaling pathways »  
 

x Poster au congrès des « petites protéines G » à Poitiers en Novembre 2011 : « FlnA 
mutations associated with valvular dystrophy alter the Rho/Rac balance in a melanoma cell 
model »  
 



 

 

Etudes des mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans des dystrophies 
valvulaires non syndromiques. 
 
Les valvulopathies touchent 2% de la population et le premier gène identifié est le gène FLNA chez 
des patients présentant un prolapse mitral (PVM). Ce gène code pour la Filamine A (FLNa) qui 
organise   le   réseau   cytosquelette   d’actine   et   participe   à   la   régulation de voies de signalisation 
notamment de réponse cellulaire au stress mécanique. Le but de mon travail a été de comprendre le 
rôle des mutations de la FLNa (G288R et P637Q) identifiées chez des patients dans le processus 
pathologique du PVM. Dans un modèle de ré-expression  de  mélanome  humain,   j’ai  montré  que   les  
mutations   de   la   FLNa   induisent   des   défauts   d’adhésion,   d’étalement et de migration cellulaire. Ces 
défauts   sont   dus   à   une   dérégulation   de   la   balance   des  GTPases   RhoA   et   Rac1.   J’ai  montré   que   la 
protéine FilGAP décrite pour interagir avec la FLNa intervient dans cette dérégulation. Les mutations 
de la FlnA déstabilisent aussi son interaction avec la tyrosine phosphatase PTPN12. PTPN12 étant 
connue   pour   réguler   l’activité   de   RhoA, il est possible que   la   perte   d’interaction   FlnA/PTPN12  
participe aussi à la pathologie. 
De plus, trois mutations sur le gène codant pour FilGAP (ARHGAP24) ont été identifiées dans 3 
formes familiales de PVM. Ces mutations sont des  « pertes de fonctions » car elles ne régulent plus 
l’activité  de  Rac  via  2  mécanismes :  1)  l’une  n’est  plus  adressée  correctement  à  la  membrane,  2)  les  2  
autres  n’interagissent  plus  avec  la  FLNa. 
Mes travaux ont mis en évidence les mécanismes moléculaires des mutations touchant des protéines 
(FlnA et FilGAP) impliquées dans les voies de signalisation de réponse cellulaire au stress mécanique 
qui sont très sollicitées dans les valves cardiaques. 
 
Mots clés : Valvulopathies, Filamine A, FilGAP, matrice extracellulaire, protéines G monomériques.  
 
 
 
 
Study of molecular et cellular mechanisms involved in non-syndromic heart valve 
disease 
 
 
The prevalence of heart valve disease is 2% of population et the first gene identified is the FLNA gene 
on patients with Mitral Valve Prolapse (MVP). This gene encodes for Filamin A which organizes the 
actin cytoskeleton network et participates in many signaling pathways particularly in mechanical 
stress response. The aim of my work is to identify the role of FLNa mutations identified in patient 
with pathological MVP. In the re-expression of a human melanoma cell model, I showed that FLNa 
mutations lead to an adhesion, spreading et migration impairment. These impairments are due to a 
deregulation of the small GTPases activities – Rho et Rac. I have shown that FilGAP, known to 
interact with FLNa, participates to this deregulation. FlnA mutations destabilize its interaction with 
PTP-PEST. 
Higher RhoA activity is due to the loss of FLNa-PTP-PEST interaction. PTP-PEST is known to 
regulate RhoA activity et there is a possibility that the loss of interaction participates to the 
pathological processes. 
Moreover, 3 mutations on the ARHGAP24 gene, which encodes for FilGAP, were identified on 3 
familial forms. These mutations are “loss of function” because they can regulate Rac activity through 
2 mechanisms: 1) One of them is not correctly addressed in the membrane et 2) The two others are not 
able to interact with FLNa. 
My work showed 2 molecular mechanisms of mutation that affected 2 proteins (FLNa-FilGAP) 
involved in mechanical stress signaling pathways which are very important in heart valves. 
 
Key word: Heart valve disease, Filamin A, FilGAP, Extracellular matrix, small protein G. 




