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I- LES TRANSFORMING GROWTH FACTORS BETA (TGFß)
I.1- La superfamille des TGFß

Les TGFß appartiennent à une superfamille de facteurs peptidiques sécrétés sous forme d’homodimères ou d’hétérodimères liés par des ponts disulfures. Caractérisés par leurs propriétés structurales et fonctionnelles communes, ces peptides possèdent au moins 7 résidus cystéines très conservés et présentent une homologie de séquence supérieure à 40%. Au moins 33 membres ont été identifiés chez l'humain, 7 chez la drosophile (Lander et al., 2001). Par alignement de leurs séquences, les membres de cette superfamille du TGFß sont classés phylogénétiquement selon leurs degrés d'homologie. On distingue la famille du TGFß, des Activines/Inhibines, de l’hormone anti-Müllérienne (AMH), des Bone Morphogenetic Proteins (BMP), le Growth Differentiation Factor (GDF/Vg), le gène decapentaplegic (dpp) (Figure A). Sur un plan fonctionnel, ces familles sont regroupées en deux groupes majeurs  suivant les voies de signalisation intracellulaire empruntées et les effets biologiques exercés: le groupe TGFß/activine/Nodal et le groupe BMP1/GDF/AMH (Newfeld et al., 1999; Pangas and Woodruff, 2000). Ces facteurs de croissance sont d'importants régulateurs de plusieurs processus essentiels pour le développement et l'homéostasie tissulaire en régulant de nombreuses fonctions biologiques telles que la prolifération, la différenciation, l’apoptose et l’adhésion de très nombreux types cellulaires normaux et néoplasiques (Blobe et al., 2000; Roberts, 1998). Une perturbation de leur activité est mise en cause dans diverses maladies humaines telles que le cancer, les chondrodysplasies, les maladies cardiovasculaires et les maladies autoimmunes (Waite and Eng, 2003).

I.2- Les deux grandes familles BMP/TGFß

Les membres de la famille du TGFß sont sécrétés sous forme de complexes biologiquement inactifs stockés, en partie, dans la matrice extracellulaire sous forme de complexes latents tandis que les membres de la famille des BMP sont sécrétés sous forme active mais leur action est bloquée par des protéines extracellulaires ou par des pseudo-récepteurs qui antagonisent le signal (Reddi, 2001). Dans chaque famille, les ligands sont aussi divisés en différents sous-groupes selon leur pourcentage d’homologie.

Pour la famille des BMP, les membres sont conservés entre les différentes espèces (mammifères, drosophile et C. elegans). Cette famille comprend une vingtaine de membres de 30 à 38 kDa regroupés en trois sous-groupes suivant leurs homologies structurales (Wozney, 2002). Les BMP ont été identifiées grâce à leur capacité à induire la formation des os et des cartilages au niveau d’un site osseux ou extra-osseux (Wozney, 2002). Les BMP sont synthétisées principalement par les ostéoblastes mais également au niveau de tissus extra-squelettiques. Ces molécules permettent la différenciation des cellules mésenchymateuses en chondrocytes et ensuite en cellules osseuses, les ostéoblastes. Elles ont aussi un rôle important dans le développement embryonnaire, en particulier dans l’induction du mésoderme ventral, la différenciation du tissu nerveux et diverses étapes de l’organogénèse. Ces molécules interviennent également dans la formation de précurseurs des cellules hématopoïétiques et des cellules endothéliales (Huber et al., 1998).

Pour la famille TGFß, il existe au moins 5 isoformes des TGFß dont 3 sont présentes chez les mammifères (TGFß1, TGFß2 et TGFß3), une est spécifique des oiseaux (TGFß4) et une spécifique des amphibiens (TGFß5). Nous parlerons surtout des 3 isoformes connues chez les mammifères. Le TGFß1 a été découvert en 1981 dans les laboratoires de H. Moses et M. Sporn (Moses et al., 1981; Roberts et al., 1981). C’est le facteur le plus connu, il est présent en grande quantité dans les plaquettes sanguines porcines ou humaines. Les 3 isoformes (TGFß1, ß2 et ß3) ont été clonées chez l’homme et d’autres espèces. Entre les séquences peptidiques matures des 3 isoformes, il existe de 64 à 82 % d’homologie. Entre différentes espèces, il existe un pourcentage d’homologie supérieur à 80 % pour une isoforme donnée. Les TGFß1, ß2 et ß3 matures sont des homodimères de 25 kDa. Chaque monomère est constitué de 112 acides aminés (aa) (12,5 kDa) et contient neuf résidus cystéines capables de créer des liaisons disulfures (Archer et al., 1993). Les formes matures de 25 kDa sont les extrémités carboxy-terminales de préprotéines de 390 aa pour le TGFß1 et de 412 aa pour les TGFß2 et TGFß3. Les TGFß sont impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques comme la prolifération, la différenciation et la migration cellulaire au cours du développement embryonnaire ainsi que chez l’adulte, la réponse immunitaire et la production de la matrice extracellulaire (Massague et al., 2000). 

Etant donné que mon travail de thèse porte sur l’étude des effets biologiques du TGFß, la suite de cette partie d’introduction concerne plus particulièrement la famille du TGFß, la synthèse et la maturation du TGFß, ses récepteurs et ses voies de signalisation intracellulaire et leur régulation.

I.3- Synthèse et activation du TGFß 

Les TGFß matures sont sécrétés sous une forme latente dans un complexe. Ils doivent être libérés du complexe pour être actifs. La production ubiquitaire du TGFß ainsi que son rôle comme facteur autocrine, paracrine et endocrine nécessite une régulation stricte de sa biodisponiblité. Plusieurs mécanismes contrôlent étroitement les différentes étapes de sa synthèse et de son activation (Figure B). La sécrétion et l’activation de l’isoforme TGFß1 sont les plus étudiées par rapport à celles des autres isoformes et seront les seules à être décrites dans ce paragraphe. Cependant, la forte homologie existant entre les 3 isoformes permet de transposer aux TGFß2 et TGFß3 ce qui a été établi pour le TGFß1.
I.3.1- Synthèse et latence du TGFß
Le TGFß1 est synthétisé à partir d’un précurseur protéique le pré-pro-TGFß de 390 aa (Derynck et al., 1985). Dans le compartiment intracellulaire, la séquence signal hydrophobe de 29 aa, située dans la partie amino-terminale de ce précurseur, est clivée et permet ainsi la libération du pro-TGFß (361 aa). La dimérisation de 2 molécules de pro-TGFß1 suivie par un clivage de chacune des 2 molécules au niveau des résidus arginine 278 et 279 par une furine, une endoprotéase de la famille des convertases (Dubois et al., 1995), permet d'individualiser le monomère et de libérer la forme mature du TGFß (112 aa) de la séquence N-terminale (résidus 30 à 278) connue sous le nom de LAP (Latency Associated Protein). Malgré ce clivage, le LAP reste associé au TGFß mature par des liaisons non covalentes pour former un complexe latent biologiquement inactif dénommé SLC (Small Latent Complex). Selon les cellules, le TGFß est sécrété soit sous forme de SLC, soit sous forme d'un complexe plus volumineux qui résulte de l'association covalente, par l’intermédiaire d’un pont disulfure entre le SLC et une protéine dénommée LTBP (Latent TGFß Binding Protein) pour former le grand complexe latent (LLC, Large Latent Complexe) (Khalil, 1999). La LTBP est une protéine de liaison du calcium composée de deux types distincts de modules répétitifs riches en résidus cystéines : des motifs de type EGF (Epidermal Growth Factor) et des motifs à huit résidus cystéines. Ces deux types de motifs sont observés également dans la fibrilline, un des constituants essentiels des fibres élastiques. En interagissant avec des molécules de la matrice extracelllulaire telles que la fibronectine, LTBP joue un rôle très important dans la régulation de la biodisponibilité du TGFß (Rifkin, 2005) (Figure B). D'autres protéines comme la fibrilline-1 et l'émiline-1 sont aussi importantes dans le contrôle de l'activité du TGFß, une perturbation de ces protéines est à l'origine d'une augmentation excessive de la forme active du TGFß (Chaudhry et al., 2007; Zacchigna et al., 2006). L'association de formes latentes du TGFß avec l'α-2 macroglobuline à été aussi identifiée dans le plasma (Feige et al., 1996). Ce complexe α2-macroglobuline/TGFß représenterait aussi bien une forme de neutralisation réversible de l'activité du TGFß qu'une forme de transport plasmatique de ce facteur.

I.3.2- Activation du TGFß1

L’activation des complexes latents du TGFß1 peut être obtenue par différents traitements physico-chimiques tels que l’acidification (pH<3), l’alcalinisation (pH>12,5), le chauffage (>80°C pendant 10 min), l’utilisation de détergents et d’agents chaotropiques (urée, SDS, NaCl) (Brown et al., 1990). Ces traitements provoquent une rupture des liaisons hydrogènes entre le TGFß1 et les différents composants des complexes latents et entraînent une activation du TGFß1. Cette activation peut être également réalisée par l’action d’enzymes telles que la plasmine, la cathepsine D ou les glucosidases. Il est important de noter que non seulement les systèmes protéolytiques mais également les complexes latents du TGFß doivent être présents à la surface des cellules pour que ces derniers soient activés. D’autres mécanismes d’activation des complexes latents du TGFß impliquent des protéines associées à la matrice extracellulaire telles que les thrombospondines et les intégrines (αvß6 ; αvß8), des hormones stéroïdes, les dérivés de la vitamine A, la vitamine D et les espèces réactives de l'oxygène (Annes et al., 2003; Koli et al., 2001).

I.4- Les récepteurs du TGFß

Comme toutes les hormones peptidiques, les ligands de la superfamille du TGFß exercent leurs effets biologiques en se fixant sur des récepteurs membranaires spécifiques localisés à la surface des cellules cibles. Chez les vertébrés, on distingue 12 récepteurs spécifiques pour cette superfamille dont 7 sont des récepteurs de type I et 5 des récepteurs de type II (de Caestecker, 2004). Entre ces récepteurs, il existe une forte homologie de séquence (Figure C). Il faut y ajouter les récepteurs de type III considérés au départ comme des récepteurs auxiliaires. La plupart des cellules de l’organisme possèdent à leur surface ces trois types de récepteurs dont la taille apparente à été déterminée par cross-linking : type I, 65 à 70 kDa ; type II, 85 à 100 kDa et type III, 280 à 330 kDa (Cheifetz et al., 1990). Des analyses biochimiques et structurales ont bien défini les récepteurs de type I et II comme des sérine/thréonine kinases membranaires qui peuvent s’associer entre elles en homodimères et en hétérodimères pour induire la signalisation intracellulaire (Derynck and Feng, 1997; Feng and Derynck, 2005). 

I.4.1- Les récepteurs de type I

Sept récepteurs de type I pour la super-famille du TGFß ont été décrits chez l'humain. Ils sont nommés ALK1 à 7 pour Activin-Like Receptor. D'autres appellations ont aussi été attribuées à ces récepteurs selon le nom du gène qui les code. Ces récepteurs de type I sont répartis en trois groupes selon leur degré d'homologie de séquence (Figure C). Le premier groupe comprend le récepteur de type I du TGFß (ALK5), le récepteur de l'activine A, du GDF (ALK4) et de nodal (ALK7). Le second groupe comprend les récepteurs de type I des BMP (ALK3 et ALK6). Le dernier groupe comprend ALK1, le récepteur du TGFß1 et de l’activine A, et ALK2 qui interagit avec différents ligands de la superfamille du TGFß, activine A, MIS, BMP6/7 et TGFß (de Caestecker, 2004; ten Dijke et al., 1994) (Figure C). A l’exception de BMP2 et BMP4, la liaison des ligands de la superfamille du TGFß sur leur récepteur de type I nécessite préalablement la liaison au récepteur de type II correspondant (Koenig et al., 1994). L’affinité de liaison pour ces récepteurs diffère d’un ligand à l’autre. Par exemple BMP2 se lie préférentiellement au récepteur ALK6 mais aussi à ALK3 et ALK2 alors que BMP4 se lie préférentiellement à ALK3 mais également à ALK6 (de Caestecker, 2004). 

Pour la famille des BMP, trois parmi ces 7 récepteurs de type I, sont impliqués dans la signalisation, il s’agit d'ALK3, ALK6 et ALK2. ALK3 et ALK6 sont spécifiques de la signalisation des BMP alors que le récepteur ALK2 participe également à la signalisation de l’activine. ALK3 et ALK6 possèdent 84% d’identité entre eux, mais ils n’ont que 62% d’identité avec le récepteur ALK2. De même, les ligands de la famille du TGFß après leur liaison au récepteur de type II du TGFß ont la capacité d'interagir avec 3 sous-types de récepteurs de type I (ALK1, ALK2 et ALK5) sous réserve de certaines conditions dépendantes surtout du type cellulaire et du stade du développement.  

Les récepteurs de type I de la famille du TGFß (TßRI) partagent des propriétés structurales communes. Cependant il existe des différences au niveau de leur spécificité vis-à-vis des ligands et de leur localisation dans l’organisme. ALK1 est principalement exprimé dans les vaisseaux au niveau des cellules endothéliales artérielles (Seki et al., 2006). ALK2 est exprimé essentiellement dans le cœur et les gonades surtout au cours de leur développement (Visser et al., 2001; Ward et al., 2002). ALK5 est le récepteur ubiquitaire exprimé dans tous les types cellulaires. Parmi ces 3 récepteurs, ALK5 est le récepteur de type I le plus spécifique du TGFß. C’est une glycoprotéine de poids moléculaire compris entre 65 et 70 kDa (Cheifetz et al., 1986). ALK5 comprend environ 500 aa. Les 22 premiers aa de l’extrémité amino-terminale codent pour la séquence signal. Ils sont suivis par 100 aa codant pour le domaine extra-cellulaire puis par une vingtaine de résidus hydrophobes formant le domaine transmembranaire. Enfin, les 350 aa de l’extrémité carboxy-terminale codent pour le domaine kinase. Le domaine intra-cellulaire est constitué du domaine juxtamembranaire caractérisé par une séquence riche en résidus glycine et sérine (ou domaine GS) qui est la caractéristique propre du domaine kinasique des récepteurs de type I et qui contient  des sites de phosphorylation par le TßRII. Enfin, l’extrémité carboxy-terminale ne comporte que quelques aa, ce qui contraste avec le long domaine cytoplasmique du récepteur de type II du TGFß (TßRII) (Figure D). Le gène du TßRI est constitué de 9 exons séparés par 8 introns : l’exon 1 contient le site d’initiation de la traduction et code pour la séquence signal, l’exon 2 et une partie de l’exon 3 codent pour le domaine extracellulaire, le reste de l’exon 3 code pour le domaine transmembranaire et une partie du domaine GS, l’exon 4 code pour le reste du domaine GS et, avec les exons qui restent (5 à 9), pour le domaine catalytique sérine thréonine kinase du TßRI et le site de terminaison de la traduction (Figure D). La phosphorylation du domaine GS par l’activité sérine/thréonine kinase du TßRII lorsque ce dernier a fixé le ligand (Wrana et al., 1994) entraîne l’activation de la kinase du TßRI qui est nécessaire et suffisante pour propager les effets biologiques des TGFß (Wieser et al., 1995). Le TßRI lie les 3 isoformes du TGFß avec une meilleure affinité pour les TGFß1 et TGFß3 (Cheifetz et al., 1990), mais l’efficacité du TßRI en l’absence du récepteur de type II reste l’objet de controverses

I.4.2- Les récepteurs de type II

Les 5 récepteurs de type II identifiés sont le récepteur des BMP (BMPRII), du TGFß (TßRII), des activines (ActRII-A, ActRII-B), et de l'AMH (AMHRII). Ces récepteurs de type II possèdent une spécificité large envers les ligands, beaucoup de ligands pouvant se lier sur le même récepteur. En effet, trois récepteurs parmi les cinq sont impliqués dans la signalisation des BMP: BMPRII et les 2 récepteurs de l'activine. Même si les récepteurs de type II de l’activine peuvent participer à la signalisation des BMP, leur affinité pour les BMP est plus faible que pour l’activine (Piek et al., 1999; Yamashita et al., 1995) (Figure C). 

Le récepteur de type II du TGFß est responsable de la signalisation des membres de la famille du TGFß. Dans ce travail de thèse, nous nous intérresserons particulièrement à ce récepteur à cause de sa place centrale dans la signalisation du TGFß et de son implication dans notre projet de travail. Le TßRII est une glycoprotéine membranaire dont le poids moléculaire est compris entre 85 et 100 kDa (Cheifetz et al., 1986). Il est exprimé dans la plupart des cellules et des tissus à une densité de plus de 4000 sites/cellules (Massague, 1990). Cette protéine de 565 aa est composée d’une séquence signal suivie d’un domaine extra-cellulaire de 136 aa, riche en résidus cystéines et doté de trois sites consensus de N-glycosylation, d’une région transmembranaire et d’un large domaine cytoplasmique de 376 résidus. Ce dernier domaine est constitué lui-même d’une région courte juxtamembranaire puis d’un grand domaine kinase contenant 18 résidus constants sur 21 résidus présents dans le consensus des sérine/thréonine kinases, suivi d’un long domaine carboxy-terminal riche en sérines et thréonines. Le gène du TßRII est constitué de sept exons séparés par six introns : l’exon 1 contient le site d’initiation de la traduction et code pour la séquence signal, les exons 2 et 3 pour le domaine extracellulaire, l’exon 4 code pour le domaine transmembranaire et le reste du domaine extracellulaire, le reste de l’exon 4 jusqu’à l’exon 7 code pour le domaine catalytique sérine/thréonine kinase du TßRII et le site de terminaison de la traduction (Figure D). Indépendamment du ligand, le TßRII se dimérise à la surface des cellules (Henis et al., 1994). Ces homodimères sont constitutivement phosphorylés dans leur partie cytoplasmique au niveau de résidus sérines, thréonines et tyrosines à cause de l’activité d’autophosphorylation de son domaine cytoplasmique (Lawler et al., 1997). La phosphorylation intrinsèque ou extrinsèque du TßRII peut affecter positivement ou négativement la transduction du signal du récepteur (Galliher and Schiemann, 2007; Luo and Lodish, 1997). La structure dimérique des ligands suggère la formation d’un complexe hétéromérique composé de 2 TßRI et de 2 TßRII (Sun and Davies, 1995). Le TßRII lie les TGFß1 et TGFß3 avec une haute affinité mais il n’est pas capable d’établir une liaison avec le TGFß2 en absence de récepteur de type III des TGFß (TßRIII). La substitution, dans la séquence du TGFß2, de 3 acides aminés communs aux séquences de TGFß1 et TGFß3 explique cette différence d’affinité (De Crescenzo et al., 2006). Cependant, le TßRII est capable de lier le TGFß2 si le TßRI est surexprimé (del Re et al., 2004; Rodriguez et al., 1995). L’activité kinase intrinsèque du TßRII est essentielle à la phosphorylation du TßRI et à la transduction du signal des TGFß (Wrana et al., 1994).

I.4.3- Les récepteurs de type III

Les récepteurs de type III (TßRIII) sont plus connus sous les noms de bétaglycan et d’endogline. Au cours de ces dernières années, il a été montré l’implication importante de ces récepteurs dans diverses fonctions biologiques du TGFß contrairement au simple rôle de protéines auxiliaires de la signalisation du TGFß, présentant le ligand aux récepteurs de type I et II, qui leur avait été attribué au départ. 

Le bétaglycan existe sous deux formes, membranaire et soluble. La forme soluble résulte du clivage de la partie extracellulaire de la forme membranaire par la plasmine (Lopez-Casillas et al., 1991). Le bétaglycan membranaire est un protéoglycanne dont la masse moléculaire est estimée entre 280 et 330 kDa. Sa séquence protéique comprend 853 aa et possède une séquence signal dans sa partie amino-terminale, un grand domaine extra-cellulaire de 752 résidus, une région transmembranaire hydrophobe et un court domaine cytoplasmique carboxy-terminal de 41 aa. Le court domaine intra-cellulaire est dépourvu de motif enzymatique mais il est riche en résidus sérines et thréonines dont l’un deux serait la cible d’une phosphorylation par la protéine kinase C (Lopez-Casillas et al., 1991) (Figure E). Le bétaglycan lie avec une même affinité les 3 isoformes du TGFß (Cheifetz et al., 1990). Il permettrait d’augmenter l’affinité du TßRII pour le TGFß2. En effet, des cellules exprimant suffisamment de récepteurs de type I et II pour induire une réponse aux TGFß1 et TGFß3 ne sont pas capables de se lier et de répondre efficacement au TGFß2 en abscence de bétaglycan (Lopez-Casillas et al., 1993). Outre son rôle de présentateur du ligand, il a été montré récemment que le bétaglycan serait un gène suppresseur de tumeur. Dans de nombreuses tumeurs, la diminution ou la perte de son expression est responsable de la transition épithélio-mésenchymateuse, de la migration et du pouvoir invasif et métastasique des cellules (Finger et al., 2008; Gordon et al., 2008). De plus, le bétaglycan contribue à l’effet inhibiteur du TGFß sur la prolifération des myoblastes en activant les voies ALK5/Smad 3 et p38 (You et al., 2007). Il agit aussi comme un régulateur positif de la transduction du signal des BMP au cours de la transformation épithélio-mésenchymateuse (Kirkbride et al., 2008). Par contre, il antagonise la signalisation de l’activine en favorisant la liaison de l’inhibine sur ActRIIb (Lewis et al., 2000). 

Le deuxième récepteur de type III est l’endogline. L’endogline est une glycoprotéine homodimérique d’environ 200 kDa, constituée, comme le bétaglycan, d’un grand domaine extra-cellulaire, d’une région transmembranaire hydrophobe et d’un court domaine cytoplasmique (Figure E). Ce récepteur se trouve principalement à la surface des cellules endothéliales vasculaires (Cheifetz et al., 1992). Son expression est aussi détectée dans le placenta et le cœur au cours du développement (Qu et al., 1998; St-Jacques et al., 1994). Il interagit avec différents ligands de la superfamille du TGFß tels que TGFß1, TGFß3, activine A, BMP2 et BMP7. Des différences fonctionnelles existent entre l’endogline et le bétaglycan. D’une part, l’endogline à elle seule est incapable de lier les ligands et il faut d’abord que le ligand se lie à son propre récepteur de type II ou de type I pourqu’il puisse lier ensuite l’endogline (Barbara et al., 1999). D’autre part, l’endogline ne peut pas lier le TGFß2. Contrairement à ce qui était connu auparavant, l’endogline n’est pas qu’une simple protéine auxiliaire membranaire de la signalisation du TGFß, mais peut moduler des réponses biologiques dépendantes du TGFß (Rodriguez-Barbero et al., 2006). Suite à des interactions avec les récepteurs du TGFß tels que T(RII, ALK5 et ALK1 (Blanco et al., 2005; Guerrero-Esteo et al., 2002), l’endogline est phosphorylée au niveau de résidus sérine et thréonine dans le domaine cytoplasmique. Ces phosphorylations jouent un rôle important dans la modulation de l’effet du TGFß sur la croissance et l’adhésion des cellules endothéliales (Koleva et al., 2006). De plus, l’endogline exerce une régulation différentielle sur la signalisation du TGFß, d’une part, en potentialisant la signalisation passant par ALK1/Smad 1 (Lebrin et al., 2004) et ALK5/Smad 2 (Santibanez et al., 2007) et, d’autre part, en inhibant celle passant par ALK5/Smad 3 (Scherner et al., 2007). Ce récepteur pourrait aussi mettre fin à la signalisation du TGFß en provoquant l’internalisation du complexe TßRII-endogline et ceci après la phopshorylation de l’endogline par le TßRII (Chen et al., 2003c). En plus, indépendamment du TGFß, l’endogline peut réguler des fonctions biologiques des cellules endothéliales telles que l’organisation du cytosquelette et l’apoptose (Lebrin et al., 2005).

I.5- La signalisation du TGFß 

Après la liaison du ligand au récepteur, la transduction du signal se propage essentiellement par des protéines intra-cellulaires médiatrices de la transduction du signal des TGFß, les Smad. Le terme Smad (Son of Mother Against Decapentaplegic) est utilisé chez les vertébrés, c’est une contraction des noms des gènes découverts chez les invertébrés et impliqués dans la transduction du signal induite par les facteurs de la famille des TGFß, les Mad (Mothers against decapentaplegic) chez la drosophile et Sma (Small) chez le nématode (Derynck et al., 1996). Chez les mammifères, il existe 8 membres de la famille Smad. Les protéines Smad sont composées de 400 à 500 aa et sont regroupées en 3 sous-familles : les R-Smad (receptor-regulated Smad, Smad 1, 2, 3, 5, 8), la Co-Smad (common Smad, Smad 4) et les I-Smad (Inhibitory Smad, Smad 6 et Smad 7). La simplicité de cette voie de signalisation est surprenante par rapport à la grande diversité de réponses mises en jeu en fonction du type cellulaire et du contexte biologique de l’environnement. La signalisation du TGFß est soumise à une régulation stricte par de nombreux éléments régulateurs qui interfèrent à tous les niveaux de transmission du signal (Itoh and ten Dijke, 2007). A côté de la voie classique Smad-dépendante, des voies indépendantes des Smad tels que les MAP Kinases, la PI3 Kinase ou la phosphatase PP2A peuvent aussi être activées par le TGFß (Derynck and Zhang, 2003; Shi and Massague, 2003).

I.5.1- La liaison ligand-récepteur

Les ligands de la superfamille du TGFß possèdent des affinités différentes selon le complexe hétéromérique formé entre les différents sous-types de récepteurs de type I et II. En effet, les interactions combinatoires entre les différents sous types de récepteurs de  types I et II permettent la liaison des différents ligands ainsi que des signalisations différentes en réponse au même ligand (Figure F). Les membres de la famille du TGFß/activine ainsi que certains ligands de la famille des BMP (BMP 6 et 7) présentent une forte affinité pour les récepteurs de type II. Ils se lient d'abord à leur propre récepteur de type II puis le complexe ligand-récepteur de type II recrute le récepteur de type I. Au contraire, certains ligands comme BMP2 et BMP4 se lient préférentiellement au récepteur de type I et recrutent ensuite le récepteur de type II (de Caestecker, 2004).

Pour la famille du TGFß, la séquence d’évènements généralement acceptée est la suivante. Le TGFß lie le domaine extra-cellulaire du TßRII ce qui déclenche le recrutement du TßRI suivi d’un changement de conformation du domaine intra-cellulaire de ce dernier permettant sa phosphorylation grâce à l’activité kinasique constitutive du TßRII. En effet, le TßRII phosphoryle de multiples résidus sérines et thréonines du domaine GS du TßRI, ce qui conduit à son activation. Le domaine kinase du TßRI devient le site de liaison préférentiel des protéines Smad où se produit leur phosphorylation (Massague, 1998). A côté de cette activation des Smad, les récepteurs TßRII et TßRI sont capables aussi, en réponse au TGFß, d’activer d’autres protéines que les Smad qui à leur tour induisent leur propre signalisation (Watkins et al., 2006; Yi et al., 2005).
I.5.2- La voie classique de signalisation du TGFß : la voie Smad dépendante

I.5.2.1- Les R-Smad et les récepteurs

Seules les R-Smad sont directement phosphorylées et activées par l’activité kinase du TßRI. Smad 2 et Smad 3 interviennent dans la voie de signalisation des TGFß, de l’activine et de la protéine nodal par l'intermédiaire de TßRI et d’ActR-IB alors que Smad 1, 5 et 8 sont spécifiques de la voie de signalisation des BMP et de l'AMH par l'intermédiaire d’ActRI, BMPR-IA, BMPR-IB et également du TGFß par l’intermédiaire d’ALK1 (Schmierer and Hill, 2007) (Figure G). Les R-Smad (environ 500 aa) possèdent 2 domaines conservés au niveau de leurs extrémités amino-terminales (MAD-homology 1 ou MH1) et carboxy-terminales (MH2). Ces domaines sont séparés par une région variable riche en résidus sérines, thréonines et prolines. L’interaction entre les R-Smad et le TßRI fait surtout intervenir la boucle L3 du domaine carboxy-terminal des R-Smad et la boucle L45 du domaine kinase du récepteur (boucle juxtaposée au domaine GS) (Huse et al., 2001). Les R-Smad sont alors directement phosphorylées par le TßRI au niveau de leur domaine MH2 sur 2 résidus sérines du motif SSXS (Sérine-Sérine-X-Sérine) (Abdollah et al., 1997). La reconnaissance entre les R-Smad et le récepteur peut être facilitée par des protéines auxiliaires. Par exemple, Smad 2 et Smad 3 peuvent être fixées à la face intracellulaire de la membrane plasmique par SARA (Smad Anchor for Receptor Activation) (Tsukazaki et al., 1998). D’autres protéines facilitant la transmission du signal TGFß par recrutement des R-Smad dans le complexe ligand-récepteurs ont été identifiées : disabled-2, axine et ELF ß-spectrine (Shi and Massague, 2003). La phosphorylation des R-Smad par le TßRI déstabilise l’interaction des R-Smad avec le récepteur et les protéines adaptatrices. La dissociation des R-Smad du complexe ligand-récepteurs augmente leur affinité pour Smad 4 (Xu et al., 2000).

I.5.2.2- R-Smad et Co-Smad

Les R-Smad et la Co-Smad partagent 2 domaines conservés en N-terminal (MH1) et en C-terminal (MH2) séparés par une région linker (charnière). La Co-Smad, Smad 4, diffère des R-Smad par le fait que, d’une part, elle possède une région supplémentaire caractéristique dans son domaine carboxy-terminal et que, d’autre part, elle est dépourvue de motif SSXS (site de phosphorylation) (Zhang et al., 1996). Smad 4 est localisée initialement dans le cytoplasme. Un complexe hétérotrimérique ou hétérodimérique se forme entre les R-Smad activées et une molécule de Smad 4 (Chacko et al., 2004). Le motif SSXS phosphorylé sur les R-Smad et la surface basique de la poche formée par le domaine MH2 de Smad 4 jouent un rôle déterminant dans la formation du complexe hétéromérique (Wu et al., 2001). Le complexe R-Smad/Co-Smad est ensuite transféré dans le noyau pour moduler l’activité du promoteur des différents gènes cibles. En effet, les R-Smad possèdent une hélice invariable qui servirait de signal de localisation nucléaire (NLS) (Xiao et al., 2000). Le domaine MH2 des R-Smad peut aussi lier directement des composants des pores nucléaires (Xu et al., 2002). Toutes les R-Smad (sauf Smad 2) et la Co-Smad peuvent lier l’ADN, par leur domaine MH1, sur une séquence SBE (Smad binding element) spécifique 5’-AGAC-3’ (Chai et al., 2003) ou sur une région riche en G/C (Labbe et al., 1998) (Figure G). Si Smad 2 seule n’est pas capable de lier directement l’ADN, son assosciation avec le facteur de transcription FAST permet sa liaison à l’ADN sous forme d’un complexe Smad 2/4/FAST (Chen et al., 1997b). Cependant, dans certaines cellules des réponses au TGFß sont maintenues malgré l'absence de Smad 4 (Sirard et al., 2000; Subramanian et al., 2004). Ces observations ont fait rechercher une voie alternative de signalisation des R-Smad. Récemment, un nouveau partenaire qui remplace Smad 4 dans le complexe Smad 2/3 a été identifié, TIF1(. TIF1( est une protéine de la famille des Transcriptional Intermediairy Factor-1 qui joue un rôle important dans la différenciation des cellules hématopoïétiques en réponse au TGFß alors que, dans ces mêmes cellules, la voie Smad 2/3/Smad 4 contrôle la prolifération (He et al., 2006).

Pour que les complexes R-Smad/Smad 4 puissent exercer leur activité transcriptionnelle, il est nécessaire que soient recrutés des facteurs protéiques de liaison à l’ADN dont l’expression peut être soit ubiquitaire, et entraîner la même réponse dans toutes les cellules, soit restreinte à un type cellulaire particulier, et induire une réponse spécifique à une cellule donnée (Feng and Derynck, 2005; Massague et al., 2005). 

I.5.2.3- Les I-Smad
Smad 6 et Smad 7 sont les Smad inhibitrices (I-Smad) chez les vertébrés. Les I-Smad antagonisent le signal des R-Smad en entrant en compétition avec les R-Smad pour la liaison au TßRI et en inhibant la phosphorylation des R-Smad (Shi and Massague, 2003). Elles possèdent, comme les autres Smad, un domaine carboxy-terminal MH2 caractéristique mais sont dépourvues de domaine MH1 (Massague and Chen, 2000). Les I-Smad régulent l’activation des R-Smad en se fixant au TßRI par leur domaine MH2 (Moustakas et al., 2001). Smad 6 peut aussi interférer avec Smad 4 pour empêcher la formation du complexe hétéromérique R-Smad/Co-Smad (Di Guglielmo et al., 2003) (Figure G).

I.5.3- Les voies indépendantes des et/ou interconnectées aux Smad
La cellule in vivo est soumise à de multiples facteurs de croissance, en réponse auxquels plusieurs voies de signalisation sont activées et interagissent entre elles (Jordan et al., 2000). Durant les dix dernières années, il a été solidement établi que la voie Smad dépendante occupe une place centrale dans la signalisation du TGFß, du récepteur vers le noyau. Cette voie classique peut moduler d’autres voies ou être elle-même la cible d’autres voies. De plus des voies alternatives, indépendantes des Smad, constituent un autre volet de la signalisation du TGFß et impliquent des protéines indépendantes des Smad (Derynck and Zhang, 2003; Javelaud and Mauviel, 2005; Yue and Mulder, 2000a). Parmi ces voies, on trouve des petites GTPases de la famille Ras et Rho, des MAP Kinases (Mitogenic Activated Protein Kinases) telles que p38, JNK et ERK (Edlund et al., 2002; Yamaguchi et al., 1995; Yue and Mulder, 2000a), la PI3 Kinase/Akt (phosphatidylinositol-3-kinase) (Horowitz et al., 2004; Yi et al., 2005), Daxx , une protéine impliquée dans la signalisation des récepteurs de mort (Perlman et al., 2001), enfin la voie de phosphatase 2A (PP2A) qui peut aussi être activée par le TGFß (Griswold-Prenner et al., 1998). Ces voies sont impliquées dans des processus de prolifération, de différenciation cellulaire et d’apoptose (Zavadil et al., 2001). Ces voies non dépendantes ou partiellement dépendantes des Smad peuvent être classées en 3 catégories (Moustakas and Heldin, 2005) (Figure H).

I. En présence de TGFß, le complexe TßRII/TßRI va activer par phosphorylation ou par interaction physique une protéine intracellulaire qui à son tour induit une signalisation propre au TGFß sans aucune interaction avec les Smad (Figure I). L’activation d’une protéine de la famille des MAP Kinase Kinase Kinases (MAP KKK), TAK1, est observée suite à une interaction directe avec le TßRII (Watkins et al., 2006) ou via un intermédiaire, TAB1, qui interagit avec le TßRII (Shibuya et al., 1996). Ensuite, TAK1 est capable d’activer des membres de la famille des MAP Kinases  tels que SAPK/JNK et p38/MAP Kinase (Sano et al., 1999; Yamaguchi et al., 1995) ainsi que le facteur de survie NF-κB (Arsura et al., 2003). Des travaux ont montré que, dans des cellules déficientes en Smad 4 ou surexprimant des mutants dominants négatifs des Smad ou du récepteur de type I, le TGFß est toujours capable d’activer les différentes voies des MAP Kinases telles que ERK (extracellular signal-regulated Kinases) (Yue and Mulder, 2000b), JNK (c-Jun N-terminal Kinases) (Engel et al., 1999) et p38 (Yu et al., 2002). Récemment une étude a montré que le TßRII interagit physiquement avec l’intégrine αvß3 (Galliher and Schiemann, 2006), un récepteur transmembranaire hétérodimérique qui joue un rôle structural essentiel dans l’adhésion de la cellule à la matrice extracellulaire et un rôle fonctionnel important pour le recrutement des médiateurs de signalisation intracellulaire comme les tyrosine kinases cytosoliques (FAK, Src et Csk) et les petites GTPases Rho, Rac et cdc42 (Cary et al., 1999). Cette interaction physique avec l’intégrine αvß3 conduit à une phosphorylation au niveau du résidu tyrosine 284 du TßRII. Cette phosphorylation est nécessaire pour une activation spécifique de la voie MAP Kinase p38 par le TGFß et ne modifie pas la réponse aux R-Smad (Galliher and Schiemann, 2007). Le TGFß peut aussi, indépendamment des Smad, activer la voie PI3 Kinase/Akt (Muraoka-Cook et al., 2006; Yi et al., 2005). Cette voie, essentielle à la survie des cellules, est impliquée dans la progression du cycle cellulaire, l’apoptose, la migration cellulaire et la transition épithélio-mésenchymateuse (Vivanco and Sawyers, 2002). Des études ont montré que la sous-unité régulatrice de la PI3 Kinase, p85, peut interagir physiquement avec les récepteurs du TGFß. L’interaction avec le TßRII est indépendante du ligand alors que l’interaction avec le TßRI nécessite la liaison du TGFß (Yi et al., 2005).

II. Le complexe hétéromérique TßRII/TßRI va activer par interaction ou par phosphorylation une protéine de signalisation intracellulaire qui à son tour va moduler l’activité de la voie des  Smad (Figure H). Dans les cellules endothéliales, le TGFß induit une activation rapide d'une protéine de la famille des MAP Kinases, JNK, qui phosphoryle Smad 3 en dehors du motif SSXS (Mori et al., 2004). Cette phosphorylation facilite l'activation et la phosphorylation de Smad 3 par le TßRI et favorise son accumulation nucléaire pour contrôler la transcription des gènes cibles (Engel et al., 1999). De plus le TGFß peut aussi activer la voie PI3 Kinase en phosphorylant son effecteur Akt par la voie RhoA GTPase. Cette activation de la voie PI3 Kinase/Akt permet la phosphorylation de Smad 2 et de Smad 3 nécessaire, respectivement, à la transdifférenciation épithélio-mésenchymateuse et à l’expression du collagène de type I (Bakin et al., 2000; Runyan et al., 2004).

III. Les Smad activées par les récepteurs du TGF( vont activer, par interaction directe, une autre protéine qui va activer une autre voie de signalisation dans la cellule. Des études récentes ont mis en évidence des mécanismes par lesquels les Smad peuvent contribuer à l’activation de voies de signalisation en dehors de leur voie classique (Figure H). En réponse au TGFß, Smad 2 peut activer un des éléments clef de la signalisation de la voie MAP Kinase, ERK1/2, dans les fibroblastes, les cellules des tubules proximaux du rein et certains carcinomes gastriques (Lee et al., 2004; Nakagawa et al., 2005). Dans les cellules épithéliales, le complexe Smad 3/Smad 4 peut interagir avec la sous-unité régulatrice de la protéine kinase A (PKA) et l’activer indépendamment de l’AMPc. Cette activation de la PKA par le TGFß participe à l’inhibition de la croissance de ces cellules (Zhang et al., 2004).

I.5.4-  Régulation du signal de transduction du TGFß

La cascade classique de signalisation du TGFß passant par les Smad apparaît comme un processus simple. En réalité, le processus est beaucoup plus compliqué du fait de la présence de multiples phénomènes de régulation, dans la majorité des cas négative, tout au long de la voie de signalisation du TGFß (Itoh and ten Dijke, 2007) ( Figure J).
I.5.4.1- Régulation au niveau des récepteurs du TGFß
La régulation du signal du TGFß commence au niveau des récepteurs. Plusieurs protéines de la famille des ubiquitine ligases telles que Smurf 1 et 2 (Smad ubiquitination regulatory factor), Tiul 1 (TGIF interacting ubiquitin ligase 1), NEDD4-2 (neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4-2) et Dapper peuvent intervenir pour mettre fin à la signalisation du TGFß en dégradant le récepteur ainsi que les Smad qui lui sont associées. Ces protéines se lient avec une grande affinité aux I-Smad, le complexe ainsi formé se lie au récepteur TßRI et entraîne ensuite son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome et les lysosomes (Itoh and ten Dijke, 2007). D’autres protéines auxiliaires transmembranaires ou cytoplasmiques associées aux récepteurs sont aussi impliquées dans la régulation de leur activité. Par exemple ETV6-NTRK3 et BAMBI interfèrent avec les deux types de récepteur du TGFß en empêchant la formation du complexe hétéromérique actif (Jin et al., 2005; Onichtchouk et al., 1999). D’autres protéines peuvent inactiver le récepteur de type I en le déphosphorylant via des phosphatases comme la protéine phosphatase (PP1α) et la protéine Dullard (Satow et al., 2006; Valdimarsdottir et al., 2006) ou en bloquant sa phosphorylation par une immunophiline, FKBP12 (Huse et al., 1999) ( Figure J)
I.5.4.2- Régulation au niveau des Smad

I.5.4.2.1- Régulation de l'activité des Smad par les effecteurs des autres voies de signalisation :

En réponse à différents stimulus extracellulaires comme ceux provenant des cytokines, des facteurs de croissance, des protéines de la matrice extracellulaire ainsi que des contacts intercellulaires, différentes voies telles que les MAP Kinases et la PI3 Kinase peuvent se déclencher et moduler la signalisation du TGFß. En effet ces voies peuvent favoriser ou s’opposer à l’effet du TGFß (Massague, 2003). La voie Ras, via les MAP Kinases, peut empêcher le TGFß d’exercer son rôle antiprolifératif par plusieurs mécanismes : i) en diminuant l’expression de son médiateur Smad 3 (Nicolas et al., 2003), ii) en stabilisant par phosphorylation le corépresseur TGIF des Smad, ce qui par conséquent inhibe l’activité transcriptionelle des Smad sur le CDKI p15 (Lo et al., 2001) ou iii) en bloquant la translocation nucléaire des R-Smad 1, 2 et 3 par phoshorylation au niveau de la région linker des Smad (Kretzschmar et al., 1999). Ces mécanismes expliquent l'insensibilité à l’effet antiprolifératif du TGFß dans les cellules où la voie Ras/MAP Kinase est hyperactive. De plus la voie PI3 Kinase/Akt peut aussi réguler négativement l'effet transcriptionnel du TGFß sur l'expression du CDKI p21 en induisant la phosphorylation du facteur de transcription FoxO. Cette phosphorylation permet de bloquer la translocation nucléaire du complexe Smad/FoxO requise pour induire l’expression de p21 (Seoane et al., 2004).

Cependant d’autres études ont montré une coopérativité synergique entre la voie Ras/ERK et la voie du TGFß au cours de l’acquisition par des cellules tumorales d’un phénotype malin (Lehmann et al., 2000). De même, p38, une autre protéine de la famille des MAP Kinases associée aussi à la voie Rho/p160ROCK, peut coopérer de façon synergique avec la voie du TGFß en phosphorylant deux résidus sérine dans la région linker de Smad 3. Ceci peut accentuer l’effet inhibiteur du TGFß sur la croissance de lignées humaines de cancer du sein (Kamaraju and Roberts, 2005). De plus la voie p38, via son substrat MSK1 Kinase, peut réguler positivement l'activité transcriptionnelle de Smad 3 en facilitant son association  avec le coactivateur p300/CBP (Abecassis et al., 2004). L’activité des Smad peut aussi être inhibée par d’autres kinases telles que les kinases du cycle cellulaire et des kinases calcium et calmoduline dépendantes qui induisent des phosphorylations inhibitrices au niveau de résidus sérines et thréonines dans la région linker des Smad (Liu and Matsuura, 2005; Wicks et al., 2000).  

I.5.4.2.2- Régulation de l’activité transcriptionnelle des R-Smad

L’activité transcriptionnelle des Smad est déterminée par les protéines récrutées au sein des complexes Smad. En effet, des co-activateurs tels que P300/CBP, Snif, LMO4 régulent positivement l’activité des Smad alors que des co-répresseurs tels que Ski, SnoN et TGIF inhibent l’activité des Smad et empêchent le recrutement des coactivateurs (Massague et al., 2005; ten Dijke and Hill, 2004 ; Wotton et al., 1999). D’autres protéines régulatrices peuvent interférer au niveau de l’interaction entre le complexe Smad et les facteurs de transcription en diminuant la stabilité du complexe et/ou son affinité de liaison à l’ADN au niveau des gènes cibles du TGFß (Massague et al., 2005) (Figure J). 
I.5.4.2.3- Ubiquitinylation et dégradation des Smad 

Les R-smad sont les navettes entre les récepteurs et le noyau. Leur présence et leur activité est essentielle pour la signalisation du TGFß. Des protéines de la famille des ubiquitine ligases comme (CHIP, Smurf1/2, Tiul1/WWWp1, SCFßTrCP1, Ecto) peuvent ubiquitinyler et dégrader les Smad et ceci peut entraîner une atténuation ou une fin de la signalisation du TGFß selon le niveau de dégradation des Smad (Itoh and ten Dijke, 2007) (Figure J).
I.5.4.2.4- Extinction du signal des Smad par les phosphatases 

À côté de cette régulation par la voie du protéasome, de nouvelles molécules qui contrôlent l’activité des Smad ont été récemment découvertes. Ce sont des phosphatases nucléaires comme la pyruvate déshydrogénase phosphatase (PDP), les Small C-terminal domain phosphatases (SCP) et la PPM1A qui catalysent la déphosphorylation des résidus sérines des R-Smad. En effet, selon les résidus sérines déphosphorylés, les phosphatases peuvent soit inhiber soit activer l’activité des R-Smad (Chen et al., 2006; Lin et al., 2006; Wrighton et al., 2006). Ce mécanisme de déphosphorylation permet aussi aux Smad d’éviter leur dégradation par le protéasome et leur redistribution dans le cytoplasme pour y subir une nouvelle phosphorylation (Inman et al., 2002) (Figure J).
.

II- PROLIFERATION ET CYCLE CELLULAIRE
II.1- La prolifération cellulaire

L'homéostasie tissulaire nécessite un équilibre constant entre la prolifération et la mort cellulaire. La rupture de cet équilibre en faveur de la prolifération cellulaire peut conduire à la transformation cellulaire et à l'apparition d'une tumeur. Le maintien de cet équilibre est assuré par des mécanismes qui contrôlent la prolifération et la différenciation cellulaire mais aussi par des mécanismes qui régulent les processus de mort cellulaire. 

La capacité des cellules à se diviser en deux cellules filles, identiques et porteuses de la même information génétique, est une propriété fondamentale des organismes vivants. C'est le cycle cellulaire, similaire chez tous les eucaryotes, qui conduit à la duplication des cellules somatiques. Un cycle est composé de 4 phases qui se succèdent dans un ordre immuable (G1, S, G2 et M). Durant les deux phases S et M, les cellules exécutent les deux événements fondamentaux du cycle, réplication de l’ADN (phase S, pour synthèse) puis un partage rigoureusement égal des chromosomes entre les 2 cellules filles (phase M, pour mitose). Les deux autres phases du cycle, G1 et G2, représentent des intervalles (Gap). Au cours de la phase G1, la cellule effectue sa croissance, intègre les signaux mitogènes ou anti-mitogènes et se prépare pour effectuer correctement la phase S. Au cours de la phase G2, la cellule se prépare pour la phase M. Après la mitose, soit les cellules filles passent en G1 pour effectuer un autre cycle, soit elles entrent en G0, stade quiescent de non-division. La plupart des cellules dans un organisme adulte sont en G0. Seules des cellules spécialisées, comme les cellules souches hématopoïétiques ou les cellules souches de l’épithélium intestinal, gardent la capacité d’une prolifération active.

II.2- Les mécanismes de la progression du cycle cellulaire

La progression des cellules dans les différentes phases successives du cycle cellulaire est sous la dépendance de l'état d'activation des protéines spécifiques du cycle cellulaire, les Cyclin Dependent Kinases (CDK) (Viallard et al., 2001) (Figure K). Jusqu’à présent pas moins de dix CDK ont été identifiés et appelés CDK1 à CDK10. Ce sont des enzymes à activité sérine thréonine kinase ayant une masse moléculaire entre 34 et 40 kDa. Au début, les CDK étaient considérés comme des enzymes spécifiques du contrôle du cycle cellulaire jusqu’à ce qu’on découvre qu’ils étaient impliqués dans d’autres processus cellulaires. Par exemple CDK7, 8 et 9 font partie des composants de la machinerie transcriptionnelle dirigée par l’ARN polymérase II. CDK5 participe à la différenciation des cellules nerveuses. A l’heure actuelle, seulement cinq CDK sont impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire (CDK1, CDK2, CDK4, CDK6 et CDK7). Ces CDK agissent d'une façon séquentielle et différentielle tout au long du cycle cellulaire. L'activité des CDK dépend d’abord, et comme leur nom l'indique, de leur association avec leurs partenaires, les cyclines A, B, D, E et H. Comme les CDK, ces cyclines agissent aussi d’une façon séquentielle. Chaque cycline subit des variations de son niveau d’expression au cours du cycle cellulaire avec un pic atteint dans la phase où elle doit exercer son rôle avec les CDK correspondants (Musgrove, 2006). Les cyclines sont regroupées en 2 familles selon la phase du cycle cellulaire à laquelle elles agissent. On distingue, d’une part, les cyclines dites START ou G1 qui atteignent leur pic d’expression en phase G1 (cycline C; cyclines D1, D2 et D3) ou à la transition G1/S (cycline E) et, d’autre part, les cyclines dites mitotiques (cyclines A et B) dont le pic d’expression se situe en G2/M. Les cyclines D sont les partenaires majeurs de CDK4 et CDK6 qui sont essentiels pour la progression des cellules en phase G1. La cycline E interagit avec CDK2 et le complexe formé joue un rôle indispensable à la transition G1/S. La cycline A forme un complexe avec CDK2 juste avant l’entrée en phase S et un complexe avec CDK1 en phase G2. Finalement, la cycline B et CDK1 interviennent lors de la phase M (Musgrove, 2006) (Figure K). La liaison d’une cycline sur un CDK n’est pas le seul élément régulateur des CDK, d’autre mécanismes de contrôle de l'activité kinasique des complexes cyclines/CDK ainsi formés font appel à l’action de kinases comme le complexe CDK7-cycline H, appelé aussi CAK (pour CDK-activating kinase), et Wee1 qui sont capables de phosphoryler différents CDK (CDK1, CDK2 et CDK4). Ces phosphorylations ne sont pas toujours synonymes d’activation. En effet, CAK active CDK1, en le phosphorylant au niveau du résidu thréonine 161, et CDK2,  en le phosphorylant au niveau de résidu 160 (Chen et al., 2003a; Nagahara et al., 1999). Au contraire, les phosphorylations effectuées par Wee1 au niveau des résidus thréonine 14 et tyrosine 15 inhibent  l’activité des CDK (Pommier and Kohn, 2003). A côté des kinases, des phosphatases comme CDC25A et B sont aussi nécessaires pour déphosphoryler des sites de phosphorylation inhibiteurs des CDK (Iavarone and Massague, 1997). Un niveau supplémentaire de régulation de l’activité des complexes cyclines/CDK repose sur l'association de ces complexes avec des molécules inhibitrices, les CDKI (Cyclin-Dependant Kinases Inhibitors) (Figure K). Ces protéines inhibitrices jouent un rôle primordial dans le contrôle négatif de la prolifération cellulaire (Fischer et al., 2003). En effet, la perte ou le dysfonctionnement de l’un de ces inhibiteurs peut être à l’origine d’une prolifération incontrôlée, comme cela a été montré dans certaines tumeurs (Malumbres and Barbacid, 2001). Ces CDKI sont classés en 2 familles selon leur structure et leur spécificité fonctionnelle vis à vis des différents CDK. La famille des inhibiteurs Cip/Kip pour (CDK Inhibiting Protein) regroupe p21WAF1/Cip1, p27Kip1 et p57Kip2 et a un large spectre de spécificité pour les différents CDK, bien que les complexes cycline E/CDK2 et cycline A/CDK2 soient les plus profondément inhibés par les Cip/Kip. Enfin, il est important de signaler que l’interaction des Cip/Kip avec les CDK ne signifie pas obligatoirement une inhibition des CDK puisque p27 et p21 peuvent aussi être impliqués dans l'assemblage, la stabilisation et l’activation des complexes cycline D/CDK4 ou 6 et non pas dans leur inhibition. En effet, la stœchiométrie entre p27 et p21, d’une part, et les composants des complexes cycline D/CDK4 ou 6, d’autre part, détermine s’ils sont activateurs ou inhibiteurs de ces complexes (Zhang et al., 1994). A l’opposé des CIP, les protéines de la famille INK4 qui regroupe p15INK4B, p16INK4A, p18INK4C et p19INK4D inhibent spécifiquement CDK4 et CDK6 en empêchant leur association avec la cycline D (Sherr and Roberts, 1999) (Figure K). 

Les étapes clef dans le contrôle du cycle cellulaire sont les transitions G1/S, G2/M et le début de la phase M. Chez les mammifères, le contrôle du cycle cellulaire par les facteurs de croissance s'effectue principalement par la régulation de l'activité des complexes cyclines/CDK qui interviennent en phase G1 et à la transition G1/S (Figure L). Une fois la décision prise d'entrer en phase S et de repliquer leur ADN, les cellules ne seront plus sensibles aux effets de ces facteurs de croissance et poursuivront, dans la plupart des cas, leur cycle cellulaire jusqu'à la mitose (Sherr and Roberts, 1995). Les substrats majeurs des complexes cyclines/CDK de la phase G1 sont les produits du gène suppresseur de tumeur Rb (le Rétinoblastome). La famille du Rétinoblastome comporte 3 membres différents p107, p110 et p130. Ces protéines Rétinoblastome (pRb) jouent un rôle essentiel dans la progression des cellules en phase G1 et dans la transition G1/S (Adams, 2001). La régulation de l'activité de pRb s'effectue par phosphorylation, sur des résidus sérine et thréonine, de façon cycle dépendante. Pendant la phase G0 et le début de G1, cette protéine est présente sous forme hypophosphorylée active. Elle exerce un effet inhibiteur sur la prolifération cellulaire en séquestrant le facteur transcriptionnel E2F ce qui le rend incapable d'activer la transcription des gènes nécessaires à l'entrée en phase S et à la réplication de l'ADN (Hurford et al., 1997). Au cours de la progression en phase G1, la protéine Rb est phosphorylée par les complexes cycline D/CDK4 et cycline D/CDK6 puis, à la transition G1/S, par le complexe cycline E/CDK2 (Weinberg, 1995). La phosphorylation de cette protéine Rb est nécessaire à l'entrée des cellules en phase S. En effet, sous forme hyperphosphorylée inactive, elle n'est plus capable de séquestrer le facteur de transcription E2F. Ce dernier permet la progression dans la phase G1 en activant la transcription de gènes comme le proto-oncogène c-myc et certaines cyclines. Par la suite, la protéine Rb sera maintenue sous forme hyperphosphorylée jusqu'à la fin de la mitose (Harbour and Dean, 2000) (Figure L). 

II.3- TGFß et prolifération 

L'histoire du TGFß débute en 1981, date à laquelle a été caractérisé le sarcoma growth factor (SGF). Ce SGF trouvé dans le milieu conditionné de fibroblastes transformés par le virus du sarcome aviaire était capable d’induire la transformation phénotypique des fibroblastes normaux, autrement dit de stimuler leur croissance en favorisant la formation de colonies cellulaires sur gel d’agar mou. La purification du SGF a permis de montrer qu’il était composé d’un mélange de TGFß et de TGFα (apparenté à l'EGF, Epidermal Growth Factor). Il a été montré que le pouvoir transformant du SGF était principalement l’effet du TGFß, le TGFα ayant peu ou pas d’effet. Telle est l’origine du nom Transforming Growth Factor-ß ou facteur transformant de type 1 (Anzano et al., 1982; Tucker et al., 1983). L’activité transformante du TGFß a beaucoup été étudiée au début des années 80, jusqu’à ce que des travaux montrent que le TGFß est produit et sécrété par des tissus normaux. L’effet transformant qui lui avait été attribué au départ n'était pas son seul rôle (Roberts et al., 1983). En 1984, une nouvelle période de l'histoire du TGFß s'ouvre avec la découverte de Moses et de ses collègues montrant que le TGFß exerçait un effet inhibiteur sur la croissance des cellules épithéliales (Tucker et al., 1984). A partir de cette date, le TGFß est reconnu comme ayant une dualité d’action sur la prolifération. En effet, selon le type cellulaire étudié, le TGFß peut jouer le rôle d’inhibiteur ou d’inducteur de la croissance. Dans de nombreux types cellulaires, incluant les cellules épithéliales, endothéliales, lymphoïdes et myéloïdes, le TGFß est considéré comme un des principaux régulateurs négatifs de la prolifération (Massague, 1990). Cependant il peut aussi agir comme un régulateur positif dans d'autres lignées d'origine mésenchymateuse telles que les fibroblastes (Ravitz et al., 1995), les chondrocytes (Vivien et al., 1993), les ostéoblastes (Machwate et al., 1995), les adipocytes (Butterwith and Goddard, 1991), les cellules musculaires lisses bronchiques (Chen and Khalil, 2006; Khalil et al., 2005). D’une façon plus complexe, le rôle opposé, bifonctionnel, dichotomique, contradictoire du TGFß peut s’exercer en plus sur le même type cellulaire. En effet, l’origine embryologique de certaines cellules détermine le rôle du TGFß sur leur prolifération. A titre d’exemple, les CMLv originaires de l’ectoderme (crêtes neurales) sont stimulées par le TGFß alors que celles qui sont issues du mésoderme sont inhibées (Gadson et al., 1997; Thieszen et al., 1996; Topouzis and Majesky, 1996). L’effet bifonctionnel du TGFß est aussi observé en fonction du stade de développement des cellules. En effet, des fibroblastes primaires issus d'embryons de souris âgés de 14 jours sont inhibés par le TGFß alors que des fibroblates issus de souris adultes sont stimulés par ce facteur (Datto et al., 1999; Pratsinis et al., 2004). Ce rôle contradictoire du TGFß sur la prolifération est beaucoup plus complexe et dépasse les limites du type, de l’origine et du stade de développement des cellules puisque d'autres paramètres comme les conditions de culture et l'environnement cellulaire modulent l’effet du TGFß sur la prolifération. A titre d’exemple, le TGFß peut exercer des effets opposés sur la prolifération des CMLv ayant la même origine et le même stade du développement. En effet, dans ces cellules l’action du TGFß sur la prolifération dépend de leur densité cellulaire. La prolifération des CMLv à faible densité (1x103 – 1x104 cellules/cm2) est inhibée par le TGFß alors que la prolifération de ces mêmes cellules est stimulée lorsqu'elles sont à confluence, état où les contacts cellule-cellule sont maximum (Majack, 1987). Dans un autre contexte, il a été montré que le TGFß n’exerçait pas le même effet sur la prolifération des cellules endothéliales selon la composition et l’organisation de la matrice extracellulaire avoisinante. En effet, le degré d’inhibition de la prolifération varie selon la nature des protéines matricielles sur lesquelles les cellules endothéliales ont poussé. De plus le TGFß inhibe ou stimule la prolifération de ces cellules selon que la matrice a une organisation bi- ou tri–dimensionnelle (Madri et al., 1988). L’activité bifonctionelle du TGFß sur la prolifération est aussi mise en évidence selon que le TGFß est associé ou non à d’autres facteurs de croissance. Dans des fibroblastes 3T3 transfectés par le gène c-myc (lignée Myc-1), le TGFß stimule la croissance en présence de PDGF alors qu’en présence d’EGF, le TGFß inhibe la croissance (Roberts et al., 1985). De même dans d’autres types cellulaires, en présence de bFGF, le TGFß est incapable d’inhiber la prolifération alors qu’en présence d'EGF, le TGFß ne perd qu'en partie son effet inhibiteur (Morton and Barrack, 1995). Dans les cellules musculaires lisses des voies aériennes ou dans les chondrocytes, la durée du traitement par le TGFß détermine son rôle anti ou pro-prolifératif. Un traitement de 24 heures inhibe la prolifération de ces cellules alors que des traitements plus longs de 48 et 72 heures stimulent leur prolifération (Vivien et al., 1990). D'autres travaux ont montré que la dose de TGFß peut déterminer aussi la réponse proliférative de différents types cellulaires tels que les CMLv, les chondrocytes et les fibroblastes. En effet, une dose faible de TGFß (0,1 ng/ml) stimule la prolifération de ces cellules alors qu'à des doses plus fortes le TGFß devient moins stimulant (Battegay et al., 1990). Cet effet bimodal sur la prolifération suivant la dose de TGFß a été aussi observé dans le cas des cellules endothéliales traitées par des facteurs angiogéniques (VEGF, Vascular endothelial growth factor et bFGF, basic Fibroblast Growth Factor) qui stimulent leur prolifération. En effet, à de faibles concentrations (100 pg/ml-1 ng/ml), le TGFß potentialise l’effet de ces facteurs en favorisant la prolifération et l’invasion des cellules endothéliales pour former des tubes capillaires in vitro dans des gels de collagène tridimensionnels. Par contre, à des concentrations élevées (5-10 ng/ml), le TGFß inhibe la capacité de ces facteurs à induire la formation de tubes capillaires (Pepper et al., 1993). En plus de la complexité du contexte de l’environnement cellulaire, la signalisation intracellulaire empruntée en réponse au TGFß détermine l’effet du TGFß sur la prolifération des cellules endothéliales. La signalisation passant par Smad 3 permet au TGFß de stimuler la prolifération via la sécrétion d’un facteur pro-angiogénique, le VEGF-A, alors que celle passant par Smad 2 inhibe la prolifération via la sécrétion d’un facteur anti-angiogénique, la thrombospondine-1 (Nakagawa et al., 2004).

Dans le cas de tumeurs, indépendamment de toute mutation des composants de la voie de signalisation du TGFß, un rôle biphasique à la fois anti- et pro-oncogénique du TGFß a été observé. Sa fonction suppressive de la prolifération domine dans les tissus tumoraux à des stades précoces (Tang et al., 1998). Par contre, durant la progression tumorale le TGFß tend à perdre sa fonction suppressive et son effet bascule vers une activité pro-oncogénique qui se manifeste par sa capacité d’induire la survie cellulaire, l’angiogénèse tumorale, la transition épithélio-mésenchymateuse et l’invasion métastatique (Pardali and Moustakas, 2007). 

II.4- Les mécanismes d'action du TGFß dans la régulation de la prolifération

II.4.1- Les mécanismes d'inhibition

Le TGFß inhibe la prolifération en bloquant principalement les cellules en phase G1 du cycle cellulaire. Ce blocage résulte essentiellement du maintien de pRb sous sa forme hypophosphorylée active qui séquestre le facteur E2F en l'empêchant d'agir sur la transcription des gènes necéssaires pour l'entrée des cellules en phase S (Laiho et al., 1990) (Figure M). Le TGFß maintient pRb sous sa forme hypophosphorylée active en inactivant les complexes cycline E/CDK2, cycline D/CDK4 et cycline D/CDK6 qui sont responsables de la phosphorylation de Rb et par conséquent de son inactivation permettant à la cellule de progresser dans la phase G1. Le TGFß exerce son effet antiprolifératif via de multiples mécanismes dépendant du type cellulaire (Figure M). En général, l’effet cytostatique du TGFß résulte principalement de sa régulation négative de l’activité des complexes enzymatiques CDK impliqués dans la progression des cellules dans la phase G1 ou dans la transition G1/S (Massague et al., 2000). Le TGFß inhibe l'activité des complexes CDK par différents méchanismes : i) en augmentant l'expression de protéines inhibitrices des CDK, les CDKI, ii) en diminuant l’expression des cyclines, iii) en régulant l’expression des phosphatases ou des kinases qui régulent directement l’activité des CDK par des réactions de phosphorylation ou de déphosphorylation, iv) en inhibant l’expression des gènes impliqués dans la progression des cellules dans la phase G1 tels que c-myc et Id (Inhibitor of differentiation) (Figure M).

Le TGFß peut augmenter l’expression d’un ou de plusieurs CDKI selon le type cellulaire. Dans les cellules épithéliales, le TGFß augmente aussi bien p21 (Pardali et al., 2000) que p15 (Hannon and Beach, 1994) qui inhibent ensuite l’activité des complexes cycline D-CDK4/6 et cycline E-CDK2. Dans d’autres cellules, le TGFß augmente seulement mais fortement l’expression de p15 qui bloque par la suite l’activité des kinases CDK4/6. Cette forte augmentation de p15 va entraîner une redistribution de p27. La protéine p27, normalement séquestrée par les complexes cyclineD/CDK4 et cycline D/CDK6, va se déplacer et s’associer au complexe cycline E/CDK2 pour l’inactiver (Reynisdottir and Massague, 1997). En absence d’une augmentation de p15 et p21, le TGFß peut réguler la synthèse, la localisation et/ou l’expression de p27 (Florenes et al., 1996; Polyak et al., 1994). Les Smad associées à d’autres facteurs de transcription, comme FoxO, Sp1 et C/EBP(, sont essentiels pour induire l’expression de p21 et p15 (Gomis et al., 2006a; Gomis et al., 2006b). Cependant, des voies indépendantes des Smad peuvent aussi induire l’expression de CDKI comme dans le cas des cellules épithéliales où la voie de la MAP Kinase Erk peut réguler l’expression de p15 et de p21 ainsi que dans d’autres types cellulaires (Hu et al., 1999). 

Le TGFß exerce son rôle d’inhibiteur de la prolifération en agissant sur l’expression des cyclines et des CDK de la phase G1. Dans les cellules épithéliales, le TGFß peut inhiber l’expression de CDK2, CDK4 ainsi que des cyclines telles que la cycline A, la cycline E et la cycline D1 (Geng and Weinberg, 1993; Ko et al., 1998; Satterwhite et al., 1994). Le TGFß inhibe l’activité des CDK en réprimant l'expression de la phosphatase CDC25A, une phosphatase qui déphosphoryle un résidu tyrosine des CDK dont la phoshporylation inhibe les CDK. Cette diminution de l’expression de CDC25A par le TGFß requiert la formation d’un complexe E2F4-p130 avec l’histone désacétylase qui se lie au promoteur de CDC25 (Iavarone and Massague, 1999). Un autre mécanisme par lequel le TGFß inhibe l’activité de la phosphatase CDC25A passe par sa phosphorylation par la voie de Rho/p160ROCK qui est activée par le TGFß (Bhowmick et al., 2003). Le TGFß peut aussi réguler négativement la CDC25A en passant par Smad 3 pour induire son ubiquitinylation et sa dégradation (Ray et al., 2005). De plus, le TGFß peut inhiber l’activité du complexe cycline E-CDK2 en empêchant la phosphorylation activatrice du résidu thréonine  160 de CDK2 et ceci grâce à l’action inhibitrice du TGFß sur l’activité d’une kinase activatrice  spécifique de CDK2, la CDK2 CAK (Nagahara et al., 1999).

Pour exercer son effet antiprolifératif, le TGFß est capable aussi de réprimer l'expression du proto-oncogène c-myc, ce facteur de transcription de la famille bHLH-LZ nécessaire à la prolifération cellulaire. La régulation transcriptionnelle de c-myc passe par le complexe Smad 3/4-E2F4/5-C/EBP( qui se fixe au niveau d'un élément de réponse au TGFß situé sur le promoteur de c-myc et réprime l’expression du gène (Frederick et al., 2004). En effet, c-myc est capable d’interagir avec les Smad 2/3 ainsi qu’avec d’autres facteurs de la famille bHLH-LZ comme Miz1 pour s'opposer à l'induction par les Smad de l’expression des CDKI p15 et p21 (Feng et al., 2002; Seoane et al., 2002). Cette diminution de l’expression de c-myc est nécessaire à l’induction de l’expression de p15 et de p21 en réponse au TGFß (Claassen and Hann, 2000; Staller et al., 2001). Le TGFß réprime aussi par la voie Smad-dépendante l'expression des protéines Id (Inhibitor of differentiation /Inhibitor of DNA-binding 1-gene), Id1, Id2 et Id3 (Kang et al., 2003). Ces protéines Id contrôlent négativement la différenciation cellulaire en inhibant l'activité des facteurs de transcription de la famille bHLH alors qu’elles stimulent la prolifération cellulaire en interagissant avec la protéine Rb en permettant la libération du facteur E2F (Sikder et al., 2003) (Figure M).  

Bien que les Smad soient essentielles à l’action inhibitrice du TGFß sur la prolifération, des voies indépendantes des Smad sont aussi impliquées dans son effet cytostatique. Dans des cellules épitheliales mammaires, le récepteur de type I du TGFß, ALK5, s’associe avec la sous-unité B( de la phosphatase 2A (PP2A). Le TGFß va activer PP2A qui ensuite déphosphoryle et inactive une sérine thréonine kinase, p70 S6K, un régulateur important de la prolifération. Cette inactivation conduit à l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 (Petritsch et al., 2000) (Figure M). Dans d’autres types cellulaires, tels que des CMLv en cultures primaires, l’effet inhibiteur du TGFß dépend principalement de la voie de la p38 MAP Kinase puisqu’un blocage pharmacologique spécifique de p38 entraîne une perte totale de l’effet inhibiteur du TGFß (Seay et al., 2005). De même, une autre étude conforte ce rôle de p38 dans la médiation du rôle antiprolifératif du TGFß dans des cellules épithéliales de cancer du sein (Kamaraju and Roberts, 2005). Dans certains types cellulaires, une interaction entre la voie Smad dépendante et d’autres médiateurs indépendants des Smad tels que p38 MAP kinase et Rho A GTPase sont nécessaires pour que le TGFß puisse exercer son effet antiprolifératif (Hu et al., 1999; Kamaraju and Roberts, 2005).

En dehors de la signalisation classique du TGFß transmise par ses propres récepteurs de type I et de type II, quelques études postulent l'existence d’un récepteur de type V, TßR-V qui serait co-exprimé avec les récepteurs classiques dans toutes les cellules normales. Le récepteur de type V possèderait une activité sérine thréonine kinase et il pourrait s’associer avec ALK5 en présence de TGFß. Par contre, ce récepteur ne serait pas spécifique au TGFß puisqu’il serait capable de médier les effets de la protéine de liaison de l’IGF-1, IGFBP-3 (insulin like growth factor binding protein-3) d’où son autre appellation de récepteur de l’IGFBP-3. Dans les cellules épithéliales, certaines études ont suggéré que le TßR-V serait un médiateur de l’effet inhibiteur du TGFß sur la prolifération. En effet, des cellules déficientes en TßR-V sont insensibles à l’effet inhibiteur du TGFß. Par contre, une restauration du récepteur TßR-V rend les cellules à nouveau sensibles à l’effet antiprolifératif du TGFß (Tseng et al., 2004). Les mécanismes moléculaires mis en jeu par ce récepteur sont encore mal connus. 

II.4.2- Les mécanismes de stimulation

L'effet stimulant du TGFß sur la prolifération des fibroblastes est le premier effet biologique attribué au TGFß avant qu’ait été établi son effet inhibiteur. Des cellules autres que les fibroblastes sont aussi stimulées par le TGFß mais les mécanismes par lesquels le TGFß exerce son effet mitogénique sont encore mal connus et méritent d'être explorés.

Le TGFß peut stimuler la prolifération des CMLv lorsqu’elles sont ensemencées à forte densité cellulaire (5x104 cellules/cm2) alors qu’il inhibe la prolifération des CMLv ensemencées à faible densité cellulaire (1x103 – 1x104 cellules/cm2) (Majack, 1987). Afin de comprendre les mécanismes par lesquels le TGFß contrôle d’une façon contradictoire la prolifération d’un même type cellulaire,  le groupe de Majack s’est intéressé à cette question à la fin des années 80 en apportant deux types d’explications. D’une part, cette équipe a montré que, suivant la densité cellulaire, les CMLv expriment les sous-types de récepteurs au TGFß d’une façon différentielle. Par rapport aux cellules à faible densité, les cellules à forte densité ne présentent que des traces du récepteur de 75 kDa, identifié par la suite au récepteur de type I du TGFßALK5. Associée à cette modification de l'expression des récepteurs, la liaison du TGFß sur les cellules confluentes est deux fois plus faible que sur les cellules dispersées (Goodman and Majack, 1989). D'autre part, Majack et collaborateurs ont montré que l’effet stimulant sur la prolifération des cellules confluentes résulterait d’un effet indirect du TGFß par la stimulation autocrine de l’expression de deux médiateurs potentiels de la prolifération cellulaire, le PDGF-A et la thrombospondine (Majack et al., 1990). Au début des années 90, plusieurs travaux ont appuyé l’idée de cette boucle autocrine du PDGF-A induite par le TGFß qui serait responsable de l’activité proliférative du TGFß dans différénts types cellulaires. Par contre, l’étude de l'implication de l’expression différentielle des sous-types de récepteurs au TGFß dans la régulation de la prolifération n’a pas été poursuivie (Battegay et al., 1990; Sintich et al., 1999). L’étude originale de Battegay, réalisée sur les CMLv et confirmée sur les fibroblastes et les chondrocytes, a montré qu’indépendamment de la densité le TGFß à des doses faibles (0,05-0,1 ng/ml) stimule la prolifération aussi bien des cellules dispersées que des cellules confluentes en stimulant la boucle autocrine du PDGF-A. Par contre, des doses fortes de TGFß (1ng/ml) atténuent l’effet mitogénique du PDGF-A sécrété parce qu'elles diminuent l’expression de son propre récepteur, la sous unité α du récepteur du PDGF (Battegay et al., 1990). Par la suite, des études ont montré que cette régulation autocrine du PDGF n’explique que 10 à 40 % de l’effet prolifératif du TGFß sur les CMLv, ce qui signifie que le TGFß peut aussi induire l’expression d’autres facteurs et/ou exercer des effets directs sur les mécanismes induisant la prolifération cellulaire (Stouffer and Owens, 1994). D’une façon comparable aux travaux de Battegay, il a été aussi montré que le TGFß à des doses faibles stimule la prolifération des cellules endothéliales (Pepper et al., 1993). Dans ces cellules, le TGFß via Smad 3 induit l’expression du VEGF-A, un des plus importants facteurs angiogéniques qui induit la prolifération des cellules endothéliales (Nakagawa et al., 2004). 

Dans les cellules musculaires lisses des voies aériennes, le TGFß est capable de stimuler la prolifération des cellules indépendamment de la densité cellulaire et du sérum par des mécanismes ne faisant pas intervenir les Smad mais impliquant les voies de MAP Kinases (p38 et ERK1/2) via les récepteurs du TGFß (Chen and Khalil, 2006; Xie et al., 2007). De même dans les fibroblastes, des mécanismes impliquant l’activation d’une protéine kinase cytoplasmique PAK2 via des petites protéines G (Rac1ou Cdc42) ou la voie PI3 Kinase (Wilkes et al., 2005; Wilkes et al., 2003) pourraient expliquer cet effet prolifératif du TGFß. Dans les fibroblastes, le TGFß exerce  son effet mitogénique en entraînant soit une diminution marquée de l’expression de p27 concomitante d'une augmentation de l'activité du complexe cycline E /CDK2 (Ravitz et al., 1995) soit en diminuant l’expression de deux gènes, p53 et IRF-1, qui régulent négativement l’expression du CDKI p21. En conséquence la diminution de p21 entraîne une activation du complexe cycline E/CDK2 et une augmentation de la synthèse d’ADN (Miyazaki et al., 1998). 

Des cellules transformées peuvent posséder un système de signalisation du TGFß exempt de tout type de mutations inactivatrices dans ses composants (TßRII, TßRI, Smad 2/3, Smad 4). Dans de telles cellules, le TGFß pourrait jouer le rôle d’un facteur oncogénique suite à des mécanismes sélectifs lui permettant de contourner les voies classiques inhibitrices de la prolifération (Figure N). Indépendamment des Smad, le TGFß peut activer les voies de signalisation de Ras et des MAP Kinases. Ces voies activées permettent aux cellules de devenir résistantes à l’action antiproliférative du TGFß et donc contribuent à conférer au TGFß un rôle oncogénique (Park et al., 2000; Yan et al., 2002). En effet, dans des cellules de carcinomes du colon et de la prostate, le TGFß active indépendamment des Smad la voie Ras/MAP Kinase induisant la dégradation du CDKI p21 et/ou l’inhibition de l'expression des CDKI p15 et p21 (Yan et al., 2002), protéines qui sont normalement induites par le TGFß dans le cadre de son effet cytostatique. Dans des cellules tumorales d’origine prostatique ou colique, l’inhibition de la prolifération cellulaire induite normalement par le TGFß est convertie en une réponse mitogénique Smad indépendante suite à l’activation des oncogènes de la famille Ras (Park et al., 2000). A coté de ces voies indépendantes des Smad, le TGFß implique aussi les Smad dans l’invasion tumorale et la dissémination métastatique (Deckers et al., 2006; Kang et al., 2005). Or, le pouvoir oncogénique du TGFß observé dans certaines cellules pourrait être le résultat des interactions multiples décrites entre la voie des Smad et celles des MAP Kinases ou de la PI3 Kinase (Seoane, 2006).
III- TGFß ET APOPTOSE
Au départ, les processus de mort cellulaire ont été repartis en deux catégories, apoptose et nécrose. Mais il semble aujourd’hui que la mort des cellules, qu’elle soit physiologique ou induite par un agent exogène (rayonnement, médicaments, infections…) ne puisse pas toujours être classée dans l’une de ces deux formes. En plus de ces deux formes, de nouveaux types de mort cellulaire ont été identifiés et caractérisés sur la base de critères morphologiques, biochimiques et génétiques propres. On distingue ainsi, en plus de l'apoptose et de la nécrose, l’autophagie, la catastrophe mitotique et la sénescence (Okada and Mak, 2004).

III.1- Les différents types de mort cellulaire

La nécrose est une mort cellulaire "désordonnée" qui intervient de façon accidentelle en réponse à une agression majeure de la cellule ou de son environnement. La nécrose provoque une détérioration précoce ou même une lyse des membranes cellulaires, un gonflement des mitochondries ainsi que le relargage de composants intracellulaires (protéines cytoplasmiques, fragments d’ADN) à l’extérieur de la cellule, ce qui entraîne une réaction inflammatoire. En plus l'ADN nucléaire va être dégradé de manière "aléatoire" par des endonucléases (Dong et al., 1997). 

L’autophagie englobe un ensemble de mécanismes cataboliques aboutissant à la dégradation des constituants cellulaires par les lysosomes suite à la formation des vacuoles autophagiques. Les autophagosomes séquestrent et dégradent les molécules et les organites devenus inutiles ou nocifs à la cellule. Ce processus, actif à un niveau basal dans la plupart des cellules, assure un mécanisme de survie cellulaire et d’adaptation, par le recyclage - notamment des acides aminés - et l’élimination des macromolécules et des structures cellulaires altérées. Il est considéré aussi comme une forme de mort cellulaire puisque une autophagie excessive induite par certaines conditions de stress cellulaire, comme la carence en acide aminé ou la déprivation en facteurs de croissance, peut induire aussi une mort cellulaire morphologiquement distincte de celle de l’apoptose et la nécrose par le nombre élevé des vacuoles autophagiques présentes dans le cytoplasme (Cuervo, 2004).

La sénescence est définie comme un arrêt permanent et irréversible de la prolifération survenant au delà d’un certain nombre de divisions cellulaires. Ce phénomène est associé à un raccourcissement des télomères après chaque cycle de réplication de l’ADN. Les cellules en sénescence sont appelées aussi des cellules mortes-vivantes puisqu’elles sont en survie en attendant leur mort. Les cellules en sénescence présentent des modifications morphologiques, biochimiques et génétiques qui aboutissent à un appauvrissement en cytoplasme et une augmentation de sa granularité, une augmentation de l’activité ß-galactosidase et une altération de la structure de la chromatine. Au niveau moléculaire ce phénomène s’accompagne d’une augmentation de l’expression des protéines inhibitrices du cycle cellulaire et en particulier les CDKI p53, p21 et p16 (Itahana et al., 2004).

La catastrophe mitotique est un autre type de mort cellulaire causée par une mitose aberrante. Ce phénomène résulte soit d’un défaut dans la progression du cycle cellulaire suite à une activation inappropriée des activateurs du cycle cellulaire, soit d’une altération de l'ADN couplée à un dysfonctionnement des systèmes de contrôle du cycle cellulaire. Ce phénomène est associé à des caractéristiques morphologiques propres qui le différencient des autres formes de mort cellulaire. On peut observer des cellules géantes multinuclées avec des chromosomes non condensés. Bien qu'elle s'en distingue morphologiquement, la catastrophe mitotique emprunte certains des mécanismes caractéristiques de l’apoptose comme la perméabilisation mitochondriale, la libération des médiateurs apoptotiques dans le cytoplasme et l’activation de caspases (Castedo and Kroemer, 2004).

La mort cellulaire par apoptose est la forme la plus étudiée et la mieux définie. De plus le TGFß est largement impliqué dans le contrôle de l’apoptose dans de nombreux types cellulaires. Pour ces raisons, l’apoptose sera détaillée dans cette partie du mémoire.

III.2- Apoptose
Découverte en 1972 par Kerr, Wyllie et Currie (Kerr et al., 1972), l’apoptose a été caractérisée sur la base de la similitude des caractéristiques morphologiques et biochimiques observées dans toutes les cellules mourant d’une manière ordonnée et programmée. Il a ensuite été suggéré que ces critères communs pourraient être le résultat d’un programme endogène sous-jacent de mort cellulaire, d’où le nom d’apoptose qui lui a été donné. Ces altérations morphologiques sont distinctes de celles observées dans les cellules dont la mort est causée par les autres formes citées ci-dessus. Physiologiquement, l'apoptose survient dans des localisations anatomiques prévisibles et à des moments précis au cours du développement. Ce processus de mort cellulaire programmée a été mis en place très tôt au cours de l'évolution. Par exemple, au cours de la métamorphose des amphibiens, l’apoptose régule la taille des populations cellulaires en éliminant les cellules en surnombre. Chez les vertébrés, elle joue aussi un rôle essentiel durant le développement. Elle modèle la forme interne et externe de l'embryon, le développement des membres et elle participe à l’individualisation des doigts (Meier et al., 2000). L'apoptose participe à l’organisation fonctionnelle du cerveau en contrôlant la mise en place du réseau synaptique entre les neurones par la destruction des neurones inutiles ou dangereux (Verhage et al., 2000). Dans le système immunitaire, l'apoptose est responsable de la délétion des cellules T auto-réactives (permettant la tolérance du soi) et de la sélection des lymphocytes B responsables de la production des anticorps (Giovannetti et al., 2008). De plus, la mort cellulaire ne se limite pas à la période embryonnaire mais elle intervient tout au long de la vie d'un organisme. En effet, l'apoptose assure le remodelage et le maintien de l'homéostasie tissulaire, c'est à dire la conservation du nombre et de la qualité des cellules qui constituent les différents tissus (Evan and Littlewood, 1998).

III.2.1- Les voies de l’apoptose

Les voies apoptotiques sont classées en voie extrinsèque, appelée aussi voie des récepteurs de mort, dans laquelle des ligands de mort se lient à un récepteur membranaire, et en voie mitochondriale, nommée aussi voie intrinsèque, dans laquelle des molécules pro-apoptotiques altèrent et perméabilisent les membranes mitochondriales entraînant la libération de facteurs apoptogènes. Quelle que soit la voie empruntée, une convergence des voies extrinsèque et intrinsèque se produit à l’étape de l'activation des caspases effectrices, les protéases qui ont un rôle clef dans l'apoptose (Figure O).

III.2.1.1- Voie extrinsèque
Des ligands de mort de la famille de la superfamille du TNF (Tumor necrosis factor) tels que TNF(, FasL (Fibroblast-associated ligand), TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand), etc… sont capables d’induire l’apoptose après leur liaison à des récepteurs de mort de la superfamille du TNF (TNF-Receptor) (Ashkenazi, 2002). Plusieurs ligands de mort ainsi que leurs récepteurs correspondants ont été identifiés (Figure O). Sept récepteurs de mort sont actuellement connus au sein de la superfamille des TNF-R : TNFR-I, Fas, TRAIL-R1, TRAIL-R2, DR3, DR6 (DR, Death Receptor) et p75NTR. Ce sont des protéines transmembranaires possédant dans leur domaine extra-cellulaire de deux à six régions riches en cystéines nécessaires à la liaison du ligand ainsi qu’une région conservée dans la partie intra-cellulaire appelée domaine de mort (death domain : DD). Ce DD est essentiel à la transmission du signal de mort par ces récepteurs. Suite à la liaison du ligand, le récepteur se trimérise. Le trimère s'associe aux protéines adaptatrices TRADD (TNFR-Receptor Associated Death Domain) et FADD (Fas-Associated Death Domain) et aux procaspases initiatrices (8 et 10) pour former un complexe de mort, le casposome ou DISC (Death-Inducing Signaling Complex). Pendant la formation du DISC, la pro-caspase-8 est immédiatement convertie en caspase-8 qui, une fois activée et libérée du DISC, active les caspases effectrices -3, -6 et -7 permettant l'amplification du signal apoptotique (Nagata, 1997) (Figure O).

III.2.1.2- Voie intrinsèque
Dans des conditions de stress cellulaire tel que les dommages de l’ADN, les rayons ultraviolets ou gamma, la déprivation en sérum ou en facteurs de croissance, la mitochondrie libère des protéines apoptogènes normalement séquestrées dans l'espace intermembranaire mitochondrial. Ces protéines sont regroupées sous le nom générique de SIMP (Soluble Inter-membrane Mitochondrial Proteins) (Parone et al., 2002). La plupart de ces SIMP agit sur la voie d’apoptose classique dépendante des caspases. Les principales SIMP sont le cytochrome c, les pro-caspases-3, 7, et 9 et un répresseur d’inhibiteurs de caspases, la protéine Smac/DIABLO (Second Mitochondrial Activator of Caspases or Direct IAP Binding Protein with Low pI) (Figure O). Une fois libéré dans le cytosol, le cytochrome c interagit avec la protéine Apaf-1 et la pro-caspase-9, formant ainsi, en présence d’ATP, un complexe multiprotéique appelé apoptosome à l’origine du clivage de la pro-caspase-9 en caspase-9, et donc de la formation de sa forme active (Zou et al., 1999). Cette dernière activera à son tour d’autres caspases exécutrices comme les caspases-3 ou 7. La protéine Smac/DIABLO, quant à elle, se lie et neutralise l’effet inhibiteur des IAP (Inhibitor of apoptosis proteins) sur l’activation des procaspases ainsi que sur l’activité des caspases-3, 7 et 9 (Figure O). D’autres SIMP agissent indépendamment des caspases. Tel est le cas de l'endonucléase G (Endo G) et de son activateur, l'AIF (Apoptosis Inducing Factor). L'Endo G libérée par la mitochondrie, transloque dans le noyau des cellules en apoptose où elle induit une condensation de la chromatine et un clivage de l'ADN en fragments de hauts poids moléculaires (50 kpb) (Ravagnan et al., 2002).

Cette voie est aussi influencée par les membres de la famille Bcl-2 qui se divisent en deux sous familles selon leur rôle comme facteur apoptotiques (Bax, Bak et Bok Bik, Bad, Bid et Bim) ou anti-apoptotiques (Bcl-2 et Bcl-xL). Les membres anti-apoptotiques seraient localisés dans la mitochondrie tandis que les membres pro-apoptotiques seraient plutôt localisés dans le cytosol ou au niveau des microtubules. A la suite d’un signal apoptotique, ces derniers s’inséreraient dans la membrane mitochondriale et induiraient sa perméabilisation (Crompton, 2000) (Figure O). Il a été proposé que cette capacité d’insertion serait liée à leur similarité de structure avec certaines toxines bactériennes leur permettant de former des pores transmembranaires et de moduler ainsi la libération des SIMP (Schendel et al., 1998). 

III.2.2- Les caractéristiques morphologiques/biochimiques et moléculaires de l’apoptose
En dépit de la diversité et de la mutiplicité des signaux inducteurs de l’apoptose, toutes les cellules engagées dans ce processus de mort programmée montrent, de façon spectaculaire, des modifications morphologiques et biochimiques similaires (Elmore, 2007). Tout d'abord les cellules en apoptose vont s'isoler des autres cellules à la suite d’une perte précoce de l’adhésion cellulaire. L'une des caractéristiques morphologiques de l'apoptose est l'importante condensation à la fois du noyau et du cytoplasme ce qui induit une diminution significative du volume cellulaire. Suite à la condensation du noyau, la chromatine est clivée en fragments réguliers d'environ 180 pb grâce à l’activation d’endonucléases dépendantes du calcium. La membrane plasmique va bourgeonner et conduire à la formation de corps apoptotiques renfermant une partie du cytoplasme de la cellule. Afin de faciliter la reconnaissance des corps apoptotiques par les phagocytes, la cellule va signaler son état apoptotique à son environnement notamment grâce à l’inversion des feuillets  de la membrane plasmique avec exposition de phosphatidyl-sérines sur le feuillet extracellulaire. L'un des points majeurs de l'apoptose est que l'intégrité de la membrane plasmique n'est jamais altérée au cours du processus, ce qui permet d'éviter le déversement du contenu cellulaire et ainsi de prévenir tout dommage infligé aux cellules environnantes (Elmore, 2007).

A la phase descriptive de la fin des années 1970 établissant les caractéristiques morphologiques de l'apoptose, a fait suite la phase moléculaire du début des années 1990, avec la caractérisation rapide des gènes et des protéines impliqués dans ce processus d'apoptose (Hengartner, 2000). L'existence d'un programme moléculaire responsable du déclenchement de la mort cellulaire programmée a été montrée d'abord chez le nématode C. elegans, puis chez les mammifères. Tous les signaux apoptotiques aboutissent à l’activation irréversible d’un tronc commun constitué par des protéases à cystéines appelées caspases qui sont les acteurs principaux dans l’étape d’exécution de l’apoptose.  A ce jour 14 caspases ont été identifiées et elles sont numérotées de 1 à 14. Ces enzymes possèdent une spécificité stricte de clivage de leurs substrats après un résidu d'acide aspartique. Elles sont présentes dans les cellules non apoptotiques sous la forme d'une chaîne peptidique unique et inactive, la procaspase (Figure P). Toutes ces procaspases ont une structure très conservée comprenant un prodomaine N-terminal de taille variable et deux autres domaines, p20 et p10, qui constituent la grande et la petite sous-unité respectivement. La conversion de la procaspase en une enzyme mature nécessite au moins deux clivages au niveau de liaisons Asp-X. Ces clivages successifs ont lieu de manière séquentielle : tout d'abord coupure entre la grande et la petite sous-unité ce qui libère la petite sous-unité du reste de la molécule, suivie par la libération du prodomaine de la grande sous-unité. La caspase peut alors s'assembler sous sa forme active, composée de deux grandes et de deux petites sous-unités (Logue and Martin, 2008) (Figure P).

Une fois que les caspases sont activées, leur rôle est principalement exécutif. Elles s’opposent aux voies de survie et activent des molécules qui vont participer à la destruction cellulaire. Les principaux substrats clivés par les caspases au cours de l'apoptose regroupent des protéines cytoplasmiques ou nucléaires (protéines du cycle cellulaire, enzymes de réparation de l'ADN…). Le résultat de l’activation des caspases est complexe. En effet, le clivage induit par une caspase inactive principalement la protéine cible, mais il peut aussi l'activer en clivant un domaine régulateur négatif ou en inactivant une sous-unité inhibitrice de ce substrat. De plus, certaines protéines qui régulent l'apoptose sont elles-mêmes des substrats des caspases (Steller, 1995). 

III.3- TGFß et apoptose

Comme pour la prolifération, le caractère bifonctionnel du TGFß dans le contrôle de l’apoptose est aussi observé. Les études sur le rôle du TGFß dans l’apoptose sont contradictoires bien que dans leur majorité elles soient en faveur d’un effet apoptotique plutôt qu’anti-apoptotique (Sanchez-Capelo, 2005). En effet, son rôle sur l’apoptose dépend principalement du type cellulaire. Le  TGFß est un facteur apoptotique dans de nombreux types cellulaires aussi bien in vitro qu’in vivo (Schuster and Krieglstein, 2002) mais ceci n'exclut pas les travaux qui identifient le TGFß comme un facteur anti-apoptotique en conférant aux cellules une résistance à l’apoptose induite par des ligands de mort tels que Fas (Schlapbach et al., 2000; Shin et al., 2001) ou par la déprivation en sérum (Chin et al., 1999; Huang et al., 2000). Le système vasculaire est une bonne illustration de la complexité de l'effet du TGFß sur l'apoptose. Le TGFß peut induire l'apoptose des cellules endothéliales alors qu'il s’y opposerait dans les CMLv (Pollman et al., 1999). La dualité du rôle apoptotique/anti-apoptotique du TGFß peut aussi être déterminée par l’état de différenciation des cellules (Parkinson et al., 2001; Sanchez et al., 1999). De plus, des régulateurs apoptotiques intracellulaires peuvent aussi être impliqués dans cette régulation en favorisant ou en inhibant son effet sur l’apoptose (Sanchez-Capelo, 2005). Le TGFß régule l’apoptose soit par sa propre voie de signalisation classique soit par des interactions avec des modulateurs de la voie extrinsèque ou intrinsèque.

III.3.1- L'implication des Smad dans la régulation de l'apoptose

Les Smad, les médiateurs principaux de la réponse au TGFß, peuvent être impliquées par plusieurs mécanismes dans l’effet apoptotique du TGFß (Figure Q). En réponse au TGFß, elles peuvent induire la transcription de gènes pro-apoptotiques tels que le facteur de transcription Tieg (TGFß inducible early-response gene) dans les cellules épithéliales (Tachibana et al., 1997), la Dapk (Death activated protein Kinase) dans les cellules du foie (Jang et al., 2002) et Ship (SH2-domain-containing inositol-5-phosphatase) dans les cellules hématopoïétiques (Valderrama-Carvajal et al., 2002). Ces gènes sont impliqués soit dans l’inactivation de la voie de survie PI3 Kinase/Akt soit dans la dépolarisation de la membrane mitochondriale aboutissant à l’activation de la cascade des caspases. Le TGFß induit l’apoptose dans les cellules épithéliales gastriques suite à un mécanisme d’activation séquentiel d’abord des Smad puis du facteur pro-apoptotique Bim suivi par l’activation de la caspase-9 (Ohgushi et al., 2005). Récemment, dans ces mêmes cellules, il a été montré que le facteur de transcription RUNX3 associé aux Smad est responsable de l’induction de l’expression de Bim en réponse au TGFß (Yano et al., 2006). Dans les hépatocytes, le TGFß via Smad 3 est aussi capable de diminuer l’expression du facteur antiapoptotique Bcl-2 (Yang et al., 2006) ou d'augmenter l’activité du facteur apoptotique Bad (Kim et al., 2002). De plus le TGFß via Smad 3 active la NADPH-like oxidase qui induit la génération d'espèces réactives de l’oxygène (ROS) et provoque une perméabilisation mitochondriale et une activation des caspases (Black et al., 2007) (Figure Q). Le TGFß induit aussi par son médiateur Smad 3 l'expression et l'activation du récepteur de mort Fas qui, en activant la caspase-8, induit l'apoptose de cellules de carcinomes gastriques (Kim et al., 2004). De plus, les Smad activent le promoteur proximal de GADD45ß (Growth arrest DNA damage-inducible gene 45 beta), un médiateur positif de l'apoptose via l'activation de p38 (Yoo et al., 2003). D'autre part, Smad 7, indépendamment de son effet inhibiteur sur la signalisation du TGFß, joue un rôle important comme molécule pro-apoptotique (Schiffer et al., 2001). Comme l'expression de Smad 7 est induite par le TGFß via Smad 3 (Brodin et al., 2000), Smad 7 en réponse au TGFß peut induire l'apoptose dans différents types cellulaires par plusieurs mécanismes : en inhibant le facteur de survie NFκB (Lallemand et al., 2001) ou en activant des voies apoptotiques dépendantes des MAP Kinases JNK (Mazars et al., 2001) et p38 (Edlund et al., 2003) ou en interagissant avec la ß-caténine (Edlund et al., 2005). D'autres travaux ont montré que l’induction de l'apoptose par le TGFß par la voie des Smad 2 et 3 pourrait nécessiter leur association avec la voie des MAP Kinases telles que les kinases SAPK/JNK (Stress-Activated Protein Kinase/c-Jun N-terminal Kinase) et p38 (Atfi et al., 1997; Undevia et al., 2004). En dehors de son effet transcriptionnel sur des gènes régulateurs de l’apoptose, le TGFß peut antagoniser directement la voie de survie suite à l’interaction physique entre son médiateur Smad 3 et le composant Akt de la voie de survie (Conery et al., 2004; Remy et al., 2004) (Figure Q). L’ensemble de ces observations indique que l'implication des Smad à elle seule n'explique pas la régulation de l'apoptose par le TGFß et soulignent l’importance des interactions entre la voie des Smad avec celles des MAP Kinase (p38 et JNK), de la PI3 Kinase et des médiateurs apoptotiques des voies intrinsèque et extrinsèque (Fas et TNF-RI).

III.3.2- TGFß et les modulateurs intracellulaires de l'apoptose

III.3.2.1- Interactions TGFß /MAP Kinase
A côté des voies Smad dépendantes, le TGFß peut activer différentes voies des MAP Kinases parmi lesquelles p38 et JNK sont considérées comme des médiateurs importants du contrôle de l’apoptose (Figure R). Le TGFß peut activer TAK1 (TGFß -activated protein- kinase-1), une protéine de la famille des MAP KKK (Yamaguchi et al., 1995) qui est capable à son tour d’activer la voie JNK (Perlman et al., 2001) et p38 (Edlund et al., 2003) via les MAP Kinase Kinases MKK4 et MKK3 respectivement. Dans les cellules épithéliales du tubule rénal, le TGFß induit rapidement l'activation de la voie p38 et celle des Smad. Pourtant, l'apoptose dans ces cellules passe uniquement par p38 via la caspase-9 indépendamment des Smad (Dai et al., 2003). La voie p38 transmet l’effet apoptotique du TGFß dans plusieurs types cellulaires, tels que les hépatocytes, les ostéoblastes et les cellules de carcinomes pancréatiques. L’activation de cette voie nécessite d’abord l’activité transcriptionnelle des Smad pour induire l’expression de GADD45ß, une protéine qui active la cascade des MAP Kinase Kinases puis p38 qui induit l’apoptose (Yoo et al., 2003). D’autre part, dans les lymphomes à cellules B, le TGFß via p38 peut activer la caspase-8 et le facteur apoptotique Bid indépendamment des récepteurs de mort (Schrantz et al., 2001). Concernant la voie TGFß/JNK, selon le type cellulaire, le TGFß peut soit favoriser l’apoptose en activant le complexe hétérodimérique AP1 (Jun/Fos) qui à son tour restreint l'activité transcriptionelle des Smad 2/3 envers des gènes pro-apoptotiques (Yamamura et al., 2000), soit prévenir l’apoptose en inhibant l’activation de JNK (Huang et al., 2000).

III.3.2.2- Interactions TGFß-PI3 Kinase/Akt
La PI3 Kinase, est un complexe hétéromérique composé de deux sous-unités, l'une régulatrice/adaptatrice de 85 kDa (p85) et l'autre catalytique de 110 kDa (p110). Elle est activée par des récepteurs à tyrosine kinase ou des récepteurs couplés aux protéines G ou encore par Ras en réponse à des facteurs de croissance ou de survie tels que IGF-1, PDGF, EGF, FGF2… Une fois activée, la PI3 Kinase génère des phosphatidylinositols (3,4) bisphosphates (PI3,4-P2) et des phosphatidylinositols (3,4,5) trisphosphates (ou PIP3) qui se fixent ensuite sur une sérine/thréonine kinase, l’Akt, ce qui permet sa translocation du cytoplasme vers la membrane plasmique où elle va être phosphorylée sur les résidus thréonine (Thr308) et sérine (Ser473) par deux kinases différentes appelées PDK1 et 2 (phosphatidyl inositol dependent kinase) (Scheid and Woodgett, 2003). Une fois activée, l’Akt peut favoriser la survie cellulaire de trois façons différentes : 1) par des phosphorylations inhibitrices des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Datta et al., 2000) ou des caspases (Zhou et al., 2000); 2) par l'induction transcriptionnelle de gènes impliqués dans la survie cellulaire via l'activation de NFκB (Kane et al., 1999); 3) par la répression de la transcription de gènes pro-apoptotiques (Brunet et al., 1999).

L’activation de la voie PI3 Kinase par le TGFß est impliquée dans diverses fonctions biologiques telles que la transformation épithélio-mésenchymateuse, la migration et la différenciation cellulaires, et aussi l'inhibition de l’apoptose (Goncharova et al., 2002; Lien et al., 2006). Bien que le mécanisme par lequel le TGFß active cette voie soit mal connu, une étude a montré qu'une interaction physique entre le récepteur actif de type I du TGFß et la sous-unité régulatrice p85 de la PI3 Kinase permet l'activation directe de cette voie de survie en réponse au TGFß (Yi et al., 2005). Dans certains types cellulaires, l'effet anti-apoptotique du TGFß est dû à une activation de la voie Akt (Chen et al., 1998). Le TGFß protège les cellules épithéliales mammaires contre l'apoptose en induisant via Akt la phosphorylation et la séquestration dans le cytoplasme d’un facteur de transcription pro-apototique de la famille Forkhead, FKHRL1 (Shin et al., 2001). La forme non phosphorylée de FKHRL1 est prédominante dans le noyau où elle induit la transcription de molécules apoptotiques telles que Fas L (Brunet et al., 1999). Récemment des travaux ont montré une interaction physique entre Smad 3 non phosphorylée et Akt en absence de facteurs de croissance exogènes. Ces études suggèrent que cette interaction physique entraîne une diminution de l'affinité de Smad 3 pour les complexes ligand/TßRII/TßRI. Ceci inhibe à la fois la phosphorylation et la translocation de Smad 3 vers le noyau et, en conséquence, la transcription de gènes pro-apoptotiques. Si l'action du TGFß prédomine, le complexe Smad 3/Akt se dissocie et permet à Smad 3 d'être phosphorylée et d'exercer son activité transcriptionelle. Mais si l’action des facteurs de croissance (IGF-1 ou sérum) l’emporte, la formation du complexe Smad 3/Akt est renforcée et la voie Smad 3 est inhibée. En conséquence, le rapport Smad 3 phosphorylée/Akt permet de déterminer le destin de la cellule vers l'apoptose ou vers la survie. Cette interaction Smad 3/Akt est un régulateur important de l'apoptose en réponse au TGFß (Conery et al., 2004; Remy et al., 2004).

III.3.2.3- Interactions TGFß/NFκB

Le facteur nucléaire de survie NFκB est l’un des répresseurs les plus puissants de l'apoptose en induisant l'expression de gènes anti-apoptotiques. Le TGFß peut induire l'apoptose en augmentant l'expression ou la stabilité de l'inhibiteur de NFκB, IκB( (Figure R). IκB( séquestre NFκB dans le cytoplasme ce qui inhibe l'expression de gènes de survie cellulaire tels que des membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 et des inhibiteurs de caspase (IAP) (Arsura et al., 1996; Cavin et al., 2003). A l’inverse, le TGFß1 peut jouer un rôle anti-apoptotique en activant NFκB via les voies PI3 Kinase et/ou MAP Kinases dans des cellules nerveuses, les hépatocytes et les fibroblastes (Arsura et al., 2003; Zhu et al., 2004) ou en inhibant l'expression de IκB-( dans les fibroblastes (Chang et al., 1998). Une suractivation de la voie NFκB dans les hépatocytes transformés peut entraîner une résistance à l’effet pro-apoptotique que le TGFß exerce sur les hépatocytes normaux. Dans ces cellules transformées, le TGFß augmente l’expression de facteurs anti-apoptotiques comme XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis, une protéine de la famille des IAP qui inhibent les caspases et Bcl-XL). XIAP est capable d’inhiber la voie apoptotique de JNK en provoquant l’ubiquitinylation de son inducteur TAK1 (Kaur et al., 2005).

III.3.2.4- Interactions TGFß/récepteur de mort

Les prototypes des voies passant par les récepteurs de mort sont les voies impliquant le TNF-( (tumor necrosis factor () et Fas L, ligands du TNFRI et Fas respectivement. Le TGFß est capable d’interagir d’une façon complexe et contradictoire avec les voies de ces deux récepteurs de mort soit en conférant aux cellules une résistance à l'apoptose induite par les ligands apoptotiques, soit en accentuant l'effet apoptotique de ces ligands (Figure R). Le TGFß inhibe la sensibilité à l'apoptose induite par Fas L et TNF-( dans plusieurs types cellulaires tels que les cellules microgliales du cerveau (Schlapbach et al., 2000), les fibroblastes murins (Chang et al., 1998), les ostéoblastes (Chua et al., 2002) et les cellules dendritiques des ganglions lymphatiques (Park et al., 2005). Ce rôle protecteur du TGFß vis à vis de l’apoptose induite par la voie des récepteurs de mort s'explique par deux mécanismes. Le premier repose sur la capacité du TGFß à inhiber l’expression ou l’activité de Fas ou de ses médiateurs tels que FKHRL1 et la caspase-8. Le second passe par la stimulation par le TGFß de l’expression de protéines inhibitrices de l'activité apoptotique de FasL/TNF-( telles que FLIP (Flice-Inhibitory Protein) et TIAF1 (TGFß1-induced anti-apoptotic factor 1). Cependant, l'implication du TGFß comme facteur apoptotique peut aussi faire intervenir un mécanisme de potentialisation de l’effet apoptotique du TNF( sur des cellules de gliomes et des cellules épithéliales de l’endomètre (Ashley et al., 1998). La protéine Daxx, une molécule adaptatrice du récepteur Fas, joue un rôle important comme médiateur de l'effet apoptotique du TGFß. En interagissant avec le TßRII au sein du complexe TGFß/TßRII/TßRI, Daxx active la voie JNK qui induit l'apoptose dans des hépatocytes et dans les cellules épithéliales (Perlman et al., 2001).

III.3.2.5- Implication du TGFß dans la voie apoptotique mitochondriale

Le TGFß régule l’expression des molécules de la famille Bcl-2 qui comprend aussi bien des facteurs pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bid, Bad, Bim…) que des facteurs anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1…). En agissant sur ces 2 types de facteurs le TGFß régule le rapport Bcl-2/Bax dans la cellule qui détermine son destin vers la survie ou vers l'apoptose. Une diminution de l’expression des facteurs anti-apoptotiques comme Bcl-2 (Lee et al., 2002) et Bcl-XL (Shima et al., 1999) ou une augmentation de l’expression des facteurs apoptotiques tels que Bax (Teramoto et al., 1998) ou Bad (Kim et al., 2002) sont observées dans des cellules où le TGFß exerce son effet apoptotique . A l’inverse, le TGFß peut aussi augmenter l’expression de Bcl-2 ou Bcl-XL et inhiber l’apoptose dans certains types cellulaires (Prehn et al., 1994; Saile et al., 2001). De même, par sa régulation de l’expression de XIAP d’une façon directe ou indirecte via des protéines de la membrane mitochondriale telles que ARTS qui se lie à XIAP entraînant une diminution de son taux qui conduit à l’activation des caspases (Gottfried et al., 2004), le TGFß peut exercer des effets opposés sur l’apoptose selon le type cellulaire (Shooner et al., 2005; Van Themsche et al., 2007) (Figure R).

Le TGFß peut aussi induire l’apoptose en stimulant la génération d'espèces réactives de l’oxygène (ROS) (Figure R). Les ROS regroupent des radicaux libres tels que les anions superoxyde O2•- ou hydroxyle •OH et le monoxyde d’azote NO• et d’autres molécules comme le peroxyde d’hydrogène H2O2. La production accrue de ROS peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale ou de l'induction d’activités enzymatiques comme celles des NADPH oxydases, des lipoxygénases et des NO synthases.  Les ROS sont très toxiques pour la cellule, elles génèrent un stress oxydant provoquant l’oxydation des protéines, des acides gras et de l'ADN. Le TGFß produit des ROS par deux mécanismes soit en stimulant la NADPH oxydase, soit en diminuant l’expression des enzymes antioxydants (Herrera et al., 2004).
IV- LE SYSTEME CARDIO-VASCULAIRE
Le système cardiovasculaire est composé d’une pompe musculaire particulièrement performante, le cœur, et d’un réseau de canalisations, les vaisseaux (artères, veines et capillaires). Sa fonction principale est de maintenir la circulation sanguine en transportant vers les cellules l’oxygène et les substances nutritives et de ramener les déchets de l’activité cellulaire vers les émonctoires ou vers les organes de détoxification (reins, foie, poumons). Le système endocrinien et le système immunitaire utilisent également la circulation sanguine pour acheminer respectivement les hormones et les cellules de l'immunité.

IV.1- Le système vasculaire

Au début du développement, les apports nutritionnels proviennent de la digestion trophoblastique de la muqueuse utérine puis, par diffusion, du contenu de la vésicule vitelline. Ces apports deviennent vite insuffisants en raison de la croissance rapide de l’embryon. D’où l’établissement du système vasculaire pour assurer le transport nutritionnel et gazeux  pour toutes les cellules de l’organisme.

IV.1.1- Le développement des vaisseaux sanguins

IV.1.1.1-  Mise en place du réseau vasculaire

Le système vasculaire résulte du développement et du remodelage de deux réseaux vasculaires, les réseaux extra- et intra-embryonnaires (Wilting et al., 1995) (Figure S), selon deux mécanismes différents : la vasculogénèse (Risau and Flamme, 1995) et l’angiogénèse (Kubis and Levy, 2004). Durant le développement embryonnaire et durant l'organogénèse, ces 2 processus fonctionnent en parallèle pour mettre en place le plexus vasculaire primaire. En effet sous l’action de facteurs de croissance tels que FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2), BMP4 et VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), les cellules embryonnaires totipotentes se différencient en hémangioblastes (Flamme et al., 1995) qui s’aggrègent pour former des îlots sanguins dont les cellules périphériques donneront des  angioblastes alors que celles qui sont au centre constitueront les progéniteurs hématopoïétiques (Choi, 1998) (Figure S). Ces hémangioblastes apparaissent d’abord dans la ligne primitive dorsale embryonnaire et migrent ensuite vers des sites extra-embryonnaires tels que l'ectoderme extra-embryonnaire, le sac vitellin, et l’allantoïde pour donner ensuite les vaisseaux vitellins et ombilicaux ou vers des sites intra-embryonnaires pour donner les aortes dorsales et les veines cardinales. Ensuite, par un phénomène de bourgeonnement continu, les vaisseaux extraembryonnaires vont entrer en connexion avec les vaisseaux intra-embryonnaires pour former le réseau vasculaire embryonnaire qui subit par la suite un processus de remodelage et de maturation par recrutement des cellules murales (cellules musculaires lisses vasculaires ou péricytes) et par le dépôt de matrice extracellulaire.

IV.1.1.2- Vasculogénèse et angiogénèse
La vasculogénèse consiste en la différenciation de novo des cellules endothéliales à partir de leurs précurseurs  mésodermiques, les angioblastes. Une fois différenciées puis activées, les cellules endothéliales forment des tubes endothéliaux organisés en plexus capillaires primaires qui se transforment en un réseau vasculaire fonctionnel suite au remodelage vasculaire (Carmeliet, 2000) (Figure T). Ce processus de vasculogénèse est un phénomène essentiellement limité au développement embryonnaire mais il peut exceptionnellement se reproduire à l’âge adulte puisque des précurseurs des cellules endothéliales (les angioblastes) identifiés dans la moelle osseuse et dans le sang périphérique chez l’adulte pourraient également participer à la vasculogénèse (Asahara et al., 1999; Ferrara and Kerbel, 2005). La formation de ce réseau primitif nécessite la présence de facteurs de croissance, principalement  le VEGF, l’angiopoïétine-1 (Ang 1) et leurs récepteurs tyrosine kinase Flt-1 (VEGFR1), Flk-1(VEGFR2) et Tie2, respectivement. En effet, des souris «knock-out» (KO) déficientes en VEGF, Flt-1 ou Flk-1 décèdent entre les stades embryonnaires E8.5-E9.5 du fait d’une défaillance de formation du réseau vasculaire primitif (Carmeliet et al., 1996; Shalaby et al., 1995).

L’angiogénèse est définie comme étant la formation de nouveaux capillaires sanguins à partir de vaisseaux déjà existants (Figure T). Ce processus permet l'extension du système vasculaire au cours du développement embryonnaire et aussi après la naissance au cours de nombreux processus physiologiques et pathologiques tels que l’implantation du placenta pendant la gestation, le cycle de la muqueuse utérine, la cicatrisation, ainsi que la croissance tumorale et la dissémination métastatique dans beaucoup de types de cancers (Carmeliet, 2005). Ce phénomène d’angiogénèse peut se produire par 3 mécanismes distincts (Figure T) : i) par bourgeonnement de cellules endothéliales à partir des extrémités et des parois latérales des vaisseaux préexistants pour créer un nouveau capillaire, ii) par dédoublement de capillaires existants appelé intussusception, ce processus se produisant par une division longitudinale d'un vaisseau en deux tubes parallèles qui évoluent ensuite indépendamment, iii) par septation au cours de laquelle la prolifération intraluminale des cellules endothéliales produit plusieurs lits vasculaires séparés. Le mécanisme le mieux compris est l’angiogénèse par bourgeonnement. C’est un processus complexe mais bien orchestré, qui fait intervenir de nombreuses molécules telles que les facteurs de croissance, les métalloprotéinases ainsi que des molécules d'adhésion cellulaire. En effet, suite à un stimulus angiogène local comme l’hypoxie ou sous l’influence des facteurs angiogéniques (VEGF, FGF-2, Ang1 PDGF et TGFß), l’angiogénèse débute par une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité des vaisseaux préexistants via la dissolution des jonctions d’adhésion. La dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire environnante permet alors la migration et la prolifération des cellules endothéliales qui s’assemblent en tubes, formant ainsi de nouveaux vaisseaux primitifs (Carmeliet, 2000).

IV.1.2- Les vaisseaux
Il existe trois types de vaisseaux sanguins : les artères, les veines et les capillaires, auxquels ont peut rajouter les vaisseaux lymphatiques, qui contiennent non pas du sang mais de la lymphe (Figure U).

IV.1.2.1- Vaisseaux sanguins 

Les artères comprennent l'arbre artériel issu de l'aorte, qui amène le sang oxygéné aux organes, et l'arbre artériel issu du tronc pulmonaire, qui ramène le sang appauvri en oxygène vers les poumons. Les artères sont caractérisées par une forte pression sanguine qui impose une paroi épaisse et musculeuse et par une circulation pulsatile, résultat des battements cardiaques.

Les veines sont les vaisseaux sanguins qui ramènent le sang au coeur. Dans ce système, le sang circule grâce à l'aspiration des oreillettes. Les veines sont caractérisées par une faible pression sanguine et par la présence de valvules, qui imposent un sens à la circulation du sang, l'empêchant de refluer. L'une des principales fonctions des veines, en dehors du retour du sang vers le coeur, est la régulation du volume sanguin. Les veines de la circulation systémique peuvent contenir en effet jusqu'à 70 % du volume sanguin total. Les veines sont des vaisseaux dits capacitifs.

Les capillaires sont des vaisseaux sanguins extrêmement ténus, dont la structure se limite à un endothélium et à sa lame basale. Cette finesse leur permet de remplir leur fonction d'échange entre le sang et le milieu intérieur. Contrairement aux veines, les capillaires ne peuvent contenir qu'un très faible volume de sang, et leur section étroite produit une forte résistance à l'écoulement sanguin. Les capillaires sont dits résistifs.

IV.1.2.2- Vaisseaux lymphatiques
Le système vasculaire lymphatique permet de réguler en permanence le niveau d’hydratation tissulaire ainsi que l’évacuation de certains déchets cellulaires. En plus il est impliqué dans la surveillance immunitaire de l’organisme. La circulation de la lymphe à l’intérieur des voies lymphatiques est unidirectionnelle. Les capillaires lymphatiques organisés en cul de sac collectent le liquide extracellulaire riche en protéines et le renvoie dans la circulation veineuse grâce au réseau des vaisseaux, des ganglions et des troncs lymphatiques. 

Dans ce mémoire, nous nous intéresserons particulièrement aux artères.

IV.2- Les artères 

Les artères sont classées selon leur calibre. Chez l'homme, on distingue les artères de grand calibre (supérieur à 7 mm), les artères de moyen calibre (de 2 à 7 mm), les artères de petit calibre (de 0,2 à 2 mm) et enfin les artérioles (de 30 à 200 (m). Comme tous les vaisseaux de la macrocirculation, les artères sont constituées de trois tuniques concentriques distinctes, qui sont de la lumière vers la paroi externe de l’artère : l’intima, la média et l’adventice (Figure V). Les constituants principaux de ces trois tuniques sont respectivement l’endothélium, les cellules musculaires lisses et du tissu conjonctif. Il existe deux types d’artères, les artères élastiques et les artères musculaires (Figure V). Dans une artère, la proportion relative de la composante musculaire ou conjonctive de la média ainsi que son calibre permettent de déterminer si l’artère est de type élastique ou musculaire. Les artères élastiques sont l’aorte, les troncs supra-aortiques (tronc brachio-céphalique, artères sous-clavières, carotides primitives), l’artère iliaque primitive, les artères pulmonaires depuis le tronc jusqu’aux branches de division segmentaires. Dans l’ensemble, il s’agit de vaisseaux de gros calibres de 1 à 2,5 cm de diamètre chez l’homme et très élastiques du fait de leur contenu élevé en élastine (de 50 à 60 % de la masse sèche). Les artères musculaires, beaucoup moins élastiques (seulement 10 % d’élastine), avec un diamètre de moyen et petit calibre compris entre 1 mm et 1 cm, contiennent comparativement une plus grande proportion de CMLv. Au niveau de l’arbre vasculaire, au fur et à mesure que l’on s’éloigne de la racine de l’aorte, la composante élastique, d'abord majoritaire, diminue en importance au profit du contingent musculaire. Cette organisation anatomique permet d'absorber la pulsatilité de l'écoulement sanguin et, dans les capillaires, celui ci est devenu parfaitement continu.

La paroi artérielle présente une structure tridimensionelle hautement plastique résultant de l'assemblage de trois types cellulaires bien particuliers, les cellules endothéliales, les cellules murales (musculaires lisses vasculaires/péricytes), les fibroblastes sur une charpente de matrice extracellulaire constituée essentiellement de collagènes et de fibres élastiques. L’assemblage de ces éléments cellulaires et matriciels aboutit à la formation de 3 couches distinctes de la paroi vasculaire : l’intima, la média et l’adventice (Figure V).

Parmi ces composants, une étude détaillée des cellules musculaires lisses vasculaires et de l’élastine sera présentée dans ce travail. 

IV.2.1- Composants cellulaires

IV.2.1.1-  Cellules endothéliales

Ces cellules dérivent des angioblastes. Elles sont omniprésentes dans l’organisme et tapissent l’ensemble des vaisseaux sanguins et lymphatiques en formant l’endothélium. Une monocouche continue de cellules endothéliales jointives et pavimenteuses compose la tunique intimale de la paroi artérielle. Longtemps considéré comme une simple barrière inerte entre le sang et la paroi vasculaire, l’endothélium est en fait essentiel à l’homéostasie de la paroi artérielle. Les cellules endothéliales sont multifonctionnelles, elles sont activement impliquées dans plusieurs processus biologiques importants tels que le contrôle du tonus vasculaire, la coagulation, la réponse inflammatoire et l’angiogénèse. En effet, les défaillances des cellules endothéliales initient et participent au développement de plusieurs pathologies vasculaires comme l'hypertension, l'athérosclérose et l'infarctus du myocarde (Aird, 2007).

IV.2.1.2- Les fibroblastes

La cellule prédominante dans la tunique externe de la paroi artérielle, l'adventice, est le fibroblaste. En raison d'absence de marqueurs spécifiques de ces fibroblastes, il n’est pas clairement établi s’ils dérivent ou non de progéniteurs identiques à ceux des CMLv (Dettman et al., 1998). Ces fibroblastes sont hétérogènes du point de vue structure et fonction. Ils peuvent avoir des expressions variables en (-actine du muscle lisse ((SMA), des différences dans la morphologie et dans l'organisation des structures adhésives (Schmitt-Graff et al., 1994). Les fibroblastes de l'adventice peuvent subir une modulation phénotypique en myofibroblastes observée en particulier à la suite d’une lésion vasculaire au ballonnet (Faggin et al., 1999). Les myofibroblastes acquièrent un phénotype fibroblastique actif, migratoire, prolifératif et sécrétoire (Schmitt-Graff et al., 1994). La transition des fibroblastes en myofibroblastes leur confère une activité contractile qui corrèle avec l’expression de l’(SMA. Le cytoplasme s’enrichit en microfilaments, ce qui rapproche les myofibroblastes des CMLv (Gabbiani, 1998). Chez l'adulte, des cellules non musculaires apparentées aux fibroblastes sont présentes dans la média. Ces cellules expriment les mêmes marqueurs de différenciation que les fibroblastes de l’adventice mais leur localisation dans la média a fait suggérer qu’elles peuvent participer à la formation de la média (Holifield et al., 1996). Le TGFß induit l'activation des fibroblastes et leur conversion en myofibroblastes en stimulant l'expression d’αSMA (Desmouliere et al., 1993). Après des lésions vasculaires sévères au ballonnet, les fibroblastes de l’adventice sont massivement activés et expriment des taux importants de transcrits du TGFß1 (Shi et al., 1996). L’implication du TGFß dans cette activation est montrée par le fait que le blocage de la signalisation du TGFß par des injections de la forme soluble du TßRII réduit la fibrose adventitielle en empêchant la transdifférenciation des fibroblastes et le dépôt de collagène ainsi que l’ampleur de la réaction néointimale (Smith et al., 1999).

IV.2.1.3- Cellules murales

Les cellules murales sont classées en péricytes ou en CMLv selon les vaisseaux. Ces cellules sont essentielles au recouvrement des ébauches vasculaires primitives, à la maturation et la stabilisation des vaisseaux. 

IV.2.1.3.1- Les péricytes 

Ces cellules sont associées aux cellules endothéliales dans les microvaisseaux. Les péricytes sont caractérisés, d’une part, par leur distribution autour de l’endothélium et, d’autre part, par les nombreux contacts intercellulaires directs par l’intermédiaire de jonctions gap et de plaques d’adhésion qu’ils établissent avec l’endothélium (Bergers and Song, 2005). Les péricytes sont présents au niveau des capillaires, des artérioles précapillaires et des veinules postcapillaires. La couverture de l’endothélium par les péricytes est partielle et varie entre 10 à 50 (. La couverture la plus importante se trouve au niveau de la microcirculation du système nerveux central et de la rétine. Les péricytes sont parfois assimilés aux CMLv parce que les deux types cellulaires possèdent des localisations similaires dans la paroi vasculaire. De plus, les deux types cellulaires dérivent de précurseurs identiques en provenance des cellules mésenchymateuses, des crêtes neurales ou sont issus d’une transdifférentiation à partir des cellules endothéliales (DeRuiter et al., 1997; Etchevers et al., 2001). Enfin, les péricytes sont capables de se différencier en CMLv, ainsi qu'en d’autres types de cellules mésenchymateuses tels que les fibroblastes, les ostéoblastes, les chondrocytes et les adipocytes (Collett and Canfield, 2005). Les péricytes jouent des rôles importants dans la stabilisation des vaisseaux, la régulation du tonus vasculaire et du flux sanguin, l’angiogénèse et le remodelage vasculaire en cas de variations hémodynamiques. Les péricytes peuvent remplir d’autres rôles en fonction du tissu. Par exemple, dans le cerveau les péricytes jouent le rôle de macrophages. Dans le foie, ces cellules jouent un rôle majeur dans la production et la dégradation de la matrice extracellulaire (Bergers and Song, 2005).

IV.2.1.3.2-  Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLv) 

Les CMLv sont normalement localisées dans la média et constituent la population cellulaire majoritaire de l'artère chez l'adulte. Ce sont des cellules allongées de 2-5 µm de diamètre pour une longueur très variable. Elles sont généralement fusiformes avec parfois des extrémités bifides. Chaque cellule possède un seul noyau contrairement aux cellules musculaires squelettiques qui sont multinuclées. Les cellules in vivo sont organisées en feuillet et sont parallèles les unes aux autres. Les cellules en culture primaire retrouvent souvent cette même organisation spatiale. Elles sont associées entre elles par une charpente de tissu conjonctif renfermant essentiellement du collagène et de l’élastine. 

Les CMLv de l’artère adulte saine sont des cellules contractiles hautement différenciées dont la fonction principale est de maintenir le tonus vasculaire. L’état de contraction/relaxation de ces cellules est régulé par la concentration intracellulaire en calcium (Ca2+i), elle-même modulée par des hormones et des neurotransmetteurs qui vont entraîner soit une hausse de calcium et initier une contraction des CMLv (vasoconstricteurs), soit au contraire une diminution du Ca2+i à l’origine d’une relaxation des CMLv (vasodilatateurs). Les principaux vasoconstricteurs des CMLv sont les neurotransmetteurs libérés par les fibres nerveuses sympathiques (noradrénaline et catécholamines) et les hormones (angiotensine II et endothéline). Les principaux vasodilatateurs sont l'acétylcholine, libérée par les fibres nerveuses parasympathiques, et le monoxyde d’azote.

Les CMLv sont des cellules hétérogènes du fait de la multiplicité de leur origine embryonnaire et du fait de leur grande plasticité.

IV.2.2- Hétérogénéité des CMLv

Bien que les premières études morphologiques aient suggéré la présence d'une population homogène et unique de CMLv dans les artères saines, l’hétérogénéité des CMLv dans la média a été clairement établie par l’analyse immunohistochimique de marqueurs de différenciation des CMLv, les protéines contractiles et du cytosquelette (Seidel, 1997). Cette hétérogénéité a été retrouvée dans les CMLv au cours du développement embryonnaire et, chez l’adulte, au cours du remodelage vasculaire à la suite d’une agression vasculaire (Chamley-Campbell and Campbell, 1981; Owens et al., 2004). De plus, des travaux in vitro ont décrit d’autres types d’hétérogénéité concernant la morphologie cellulaire, l’organisation des cellules à confluence, leur capacité à proliférer dans un milieu sans sérum, la production de facteurs de croissance et la réponse à certains facteurs tels que l’héparine et le TGFß (Gadson et al., 1997; Rensen et al., 2007). Ces différentes formes d’hétérogénéité des CMLv peuvent être dues à leurs origines embryologiques différentes ou à leur plasticité spatio-temporelle dans l'expression des marqueurs de différenciation au cours du développement, ce à quoi s’ajoutent des facteurs d'environnement locaux tels que le flux hémodynamique et les conditions de culture.

IV.2.2.1- Les différentes origines des CMLv

Au cours du développement, les CMLv peuvent être issues d’origines embryonnaires différentes aboutissant à une distribution hétérogène de ces cellules au sein de l’aorte et des autres troncs de l’arbre artériel (Figure W). La diversité de l’origine des CMLv est le centre d’intérêt de nombreux travaux dont la perspective est d’expliquer comment les vaisseaux réagissent de façons différentes aux mêmes facteurs de risque associés à des pathologies vasculaires. Des approches génétiques de traçages des lignées en utilisant le système Cre-recombinase ou un vecteur rétroviral pour induire l’expression d’un gène rapporteur ont permis de montrer que les CMLv constituent un tissu mosaïque. Des sous-types distincts de CMLv sont identifiés dans différents vaisseaux et les segments d’un même vaisseau peuvent contenir des CMLv qui sont issues de cellules progénitrices différentes. En fonction de leur origine embryologique, les CMLv présentent des différences dans leurs caractéristiques morphologiques, dans leur état de différenciation ainsi que dans leurs réponses biologiques à certains facteurs de croissance comme le TGFß (Gadson et al., 1997; Thieszen et al., 1996; Topouzis and Majesky, 1996).

IV.2.2.1.1- Les CMLv dérivées de la crête neurale

Les cellules de la crête neurale sont des cellules multipotentes qui présentent de grandes capacités migratoires. Elles dérivent de l’ectoderme et se forment à partir de la région la plus dorsale du tube neural de l’embryon. Elles peuvent se différencier en un nombre étonnant de types cellulaires, essentiellement les mélanocytes, les neurones et les cellules gliales du système nerveux périphérique (Anderson, 1997). Les cellules de la crête neurale peuvent aussi se différencier en CMLv sous l’effet de facteurs locaux tels que des facteurs de croissance appartenant à la famille du TGFß (Chen and Lechleider, 2004; Shah et al., 1996). La formation de CMLv à partir de ces progéniteurs a été principalement étudiée chez les oiseaux (Creazzo et al., 1998) mais ces résultats sont applicables à d’autres espèces de vertébrés y compris les mammifères (Hutson and Kirby, 2003). Des cellules provenant de la crête neurale céphalique interviennent dans la formation du septum aortico-pulmonaire et se différencient en CMLv de la paroi de l’aorte ascendante et de la région proximale des troncs des gros vaisseaux (Kirby et al., 1983) (Figure W). Parmi ces troncs artériels, on trouve le canal artériel, l’artère innominée, la sous-clavière droite et les carotides droite et gauche (Jiang et al., 2000; Nakamura et al., 2006). La morphologie des vaisseaux dont les CMLv sont originaires de la crête neurale est différente de celle des vaisseaux dont les CMLv dérivent du mésoderme. En plus, l’organisation des fibres élastiques dans la média de ces vaisseaux est différente de celle des vaisseaux tapissés de CMLv d'origine mésodermique (Bergwerff et al., 1998).
IV.2.2.1.2- Les CMLv d’origine mésenchymateuse

L'origine mésodermique représente la source majeure des CMLv. A différents niveaux de l’embryon, des structures mésodermiques (somites, territoire cardiaque secondaire) donnent naissance à des CMLv. Les somites sont des structures embryonnaires situées de part et d'autre du tube neural et de la chorde dorsale et sont constitués d'unités répétitives (métamères) le long de l'axe antéro-postérieur de l'embryon. Ils donnent naissance  (1) aux sclérotomes qui produisent les vertèbres, les côtes et les cartilages axiaux, (2) aux dermatomes qui produisent le derme et (3) au myotome, à l'origine des muscles squelettiques du tronc et des membres (muscles striés). Des progéniteurs dans le myotome et le sclérotome  sont capables de se différencier en CMLv (Christ et al., 2004; Esner et al., 2006). Ces CMLv participent à la formation de la partie descendante de l’aorte et surtout sur son aspect dorsal (Pouget et al., 2006) (Figure W). Le second territoire cardiaque, qui dérive du mésoderme pharyngien et donne naissance au pôle artériel du tube cardiaque primitif, au ventricule droit, au cône d’éjection et contribue à la formation du ventricule gauche et des oreillettes, contient des cellules progénitrices qui donnent naissance aux CMLv de la base de l’aorte et du tronc pulmonaire (Waldo et al., 2005; Waldo et al., 2001) (Figure W). Les CMLv issues du mésoderme constituent la média de l’aorte descendante, de l’aorte abdominale et des artères pulmonaires (Le Lievre and Le Douarin, 1975; Waldo and Kirby, 1993). D'autres dérivés mésodermiques tels que le proépicarde, l’endothélium, le mésothélium ainsi que des cellules souches peuvent aussi être des sources de CMLv.

IV.2.2.1.3- Les CMLv d’origine proépicardique
Un type apparement distinct de CMLv est trouvé dans la paroi des artères coronaires (Tomanek, 2005) (Figure W). L’origine des ces cellules est le proépicarde, une population extracardiaque de cellules mésodermiques qui colonise le cœur à 9,5 jours de développement embryonnaire chez la souris et qui est à l'origine de l'épicarde. En réponse aux signaux envoyés par les cellules du myocarde, certaines cellules épicardiques subissent une transformation épithélio-mésenchymateuse et migrent à l’intérieur du myocarde où elles se différencient en précurseurs des CMLv des vaisseaux coronaires (Dettman et al., 1998).
IV.2.2.1.4- Les CMLv d’origine endothéliale
Les cellules endothéliales matures gardent un certain degré de plasticité et une potentialité à se transdifférencier en CMLv. Des études ont discuté l'origine endothéliale des CMLv trouvées dans la région intimale des vaisseaux (DeRuiter et al., 1997; Majesky and Schwartz, 1997). Dans les lésions néointimales dues à l'hypertension pulmonaire, des CMLv issues de cellules endothéliales ont été mises en évidence (Tuder et al., 1994). Des facteurs de croissance comme le bFGF, le PDGF et plus particulièrment le TGFß ont été impliqués dans ce phénomène. Le TGFß induit la transformation des cellules endothéliales adultes de l'aorte bovine en cellules qui ont la morphologie des CMLv et expriment un marqueur de différenciation spécifique des CMLv, l’αSMA (Arciniegas et al., 1992).

IV.2.2.1.5- Les CMLv d’origine mésothéliale

Les CMLv des artères mésentériques et de leurs branches qui perfusent la paroi intestinale ainsi que certaines régions limitées de l’aorte dorsale sont originaires du  mésothélium (Perez-Pomares et al., 1999) (Figure W). Le mésothélium recouvre la plupart des organes internes tels que le foie, l’esomac, l’intestin et les poumoms. Ce feuillet est une source importante de cellules mésenchymateuses (Munoz-Chapuli et al., 1999).

IV.2.2.1.6- Les CMLv dérivées des cellules souches
In vitro, des cellules souches embryonnaires de souris peuvent se différencier en CMLv ou en péricytes (Lindskog et al., 2006; Yamashita et al., 2000). De même, des cellules progénitrices identifiées récemment dans des artères de souris adultes au niveau de la média et de l’adventice peuvent se différencier en CMLv en présence de facteurs de croissance tels que le PDGF-BB et le TGFß (Hu et al., 2004; Sainz et al., 2006). Des cellules multipotentes, isolées à partir de l’aorte dorsale adulte, qui expriment à la fois des marqueurs myogéniques et endothéliaux, sont dénommées mésoangioblastes et peuvent se différencier en CMLv ainsi qu'en d’autres types de cellules mésenchymateuses (Minasi et al., 2002). 

In vivo, des cellules ES exprimant Flk-1 (VEGFR2) injectées chez l’embryon de poulet peuvent se différencier en CMLv et participer à la formation des vaisseaux de la vésicule vitelline (Yamashita J 92). De même, les cellules progénitrices de l’adventice une fois transplantées au niveau de l’adventice de souris Apo E-/- montrent leur capacité à se différencier en CMLv et à participer aux lésions athéromateuses (Hu et al., 2004). 

IV.2.2.2- L’hétérogénéité et la plasticité phénotypique des CMLv

Les origines embryologiques diverses des CMLv ainsi que les mécanismes de régulation transcriptionnelle distincts résultant de l’action de différents facteurs de transcription myogéniques (SRF, myocardine, dHAND, MEF2) et de la sélectivité de régulation au niveau des élément cis régulateurs des gènes nécessaires à la différenciation des CMLv contribuent à la diversité phénotypique des CMLv (Yoshida and Owens, 2005). Au niveau fonctionnel, on peut distinguer deux phénotypes majeurs de CMLv, le phénotype contractile et le phénotype synthétique. Entre ces 2 phénotypes il existe plusieurs formes intermédiaires telles que des CMLv éffilées ou sénescentes (Bochaton-Piallat et al., 1996; Lemire et al., 1994). Le phénotype contractile est exprimé par les CMLv différenciées. Au niveau biochimique, il se caractérise par l’expression  de protéines contractiles assemblées en myofilaments épais de myosine et en myofilaments fins composés d’(-actine, d’(-tropomyosine, de calponine, de protéine SM22( et de h-caldesmone, de protéines du cytosquelette, de protéines membranaires (intégrines) et matricielles (laminine) (Shanahan et al., 1993). Les CMLv de phénotype synthétique ou immature sont des cellules dotées de potentialités prolifératives, migratoires et secrétoires. Elles sont présentes au cours du développement embryonnaire aussi bien qu’à l’âge adulte en réponse à une agression vasculaire (Campbell and Campbell, 1990; Owens, 1995). Ces cellules se distinguent par l’expression majoritaire de marqueurs phénotypiques tels que l’isoforme ß de l’actine et la vimentine qui est la principale protéine des filaments intermédiaires. Les isoformes A et B de la fibronectine sont également exprimées. Ces cellules sécrètent des protéines matricielles, comme la tropoélastine, le collagène IV, l’élastine et les protéoglycannes, qui participent à l’architecture tridimensionnelle du vaisseau. Au cours du développement post-natal, les CMLv se différencient et perdent progressivement leur phénotype sécrétoire et proliférant au profit du développement de l’appareil contractile (Kuro-o et al., 1989; Samaha et al., 1996). Ces différences phénotypiques et fonctionnelles des CMLv corrèlent bien avec leur aspect morphologique en culture. Les CMLv contractiles sont fusiformes alors que les CMLv synthétiques sont épithélioïdes (Chamley-Campbell and Campbell, 1981). 

Outre leur fonction de contraction, les CMLv ont la capacité de répondre à un stress environnemental et aux agressions vasculaires telles que l’athérosclérose, la resténose post-angioplastie et l’hypertension (Campbell and Campbell, 1990; Owens, 1989). Cette réponse nécessite au préalable une transition du phénotype contractile non proliférant vers le phénotype synthétique. Ce changement phénotypique a été caractérisé et dénommé modulation phénotypique ou dédifférenciation (Campbell and Chamley-Campbell, 1981). Ce processus repose sur des modifications morphologiques et fonctionnelles de la cellule qui reprend un phénotype proche du phénotype des CMLv observé au cours des premières semaines de vie fœtale. Cette modulation s'accompagne de la perte ou de la modification des protéines contractiles ainsi que des protéines de la matrice extracellulaire qui caractérisent le phénotype contractile différencié. Parallèlement, l'expression d'isoformes embryonnaires des protéines contractiles augmente.

Ces différents phénotypes sont bien distincts dans la paroi artérielle avec la présence, préférentielle mais pas exclusive, du phénotype synthétique dans l'intima et du phénotype contractile dans la média. En effet, chacun des deux compartiments de la paroi contient des CMLv des deux phénotypes. En condition physiologique, la proportion de CMLv synthétiques est très faible et stable, alors qu’en situation d’agression vasculaire le nombre de CMLv synthétiques augmente, surtout dans l’intima, par dédifférenciation des CMLv contractiles suivie de leur migration et  de leur prolifération.

IV.2.2.3- Les mécanismes impliquant les CMLv dans le développement et le remodelage vasculaire

Les cellules endothéliales ont concentré la plus grande partie de l’attention de la recherche sur l’angiogénèse, mais ce type cellulaire n'a un rôle crucial qu'aux étapes initiales de l’angiogénèse. Les cellules péri-endothéliales ou murales (les CMLv ou les péricytes) sont essentielles à la formation définitive des vaisseaux. Une fois le tube endothelial formé, les cellules murales passent par une série d’étapes - différenciation, migration et prolifération - qui aboutissent à la constitution d’un vaisseau mature (Jain, 2003). Selon la nature des cellules recrutées, des vaisseaux deviennent des capilllaires après différenciation et recrutement des péricytes, d’autres se transforment en vaisseaux de plus grands calibres (artères et veines) après la mise en place d’une paroi constituée de plusieurs couches de cellules musculaires lisses (myogénèse) (Hungerford and Little, 1999). Entre les cellules endothéliales et les CMLv, les mécanismes de régulations autocrine/paracrine ainsi que les interactions juxtacrines sont essentiels pour la mise en place d’un vaisseau mature (Carmeliet and Collen, 1998).

Les cellules endothéliales sécrètent des facteurs de croissance tels que le PDGF, des molécules de la famille du VEGF (PlGF, Placental Growth Factor et VEGF-A), le TGFß et la sphingosine 1-phosphate (S1P) qui sont nécessaires au recrutement et à la différenciation des cellules mésenchymateuses en CMLv matures (Conway et al., 2001). Les invalidations géniques de ces facteurs montrent leur implication dans le recrutement et la différenciation des CMLv. En effet, les embryons déficients en PDGF-B ou PDGFR-ß meurent pendant la période périnatale. L'analyse des embryons mutants montre des hémorragies importantes consécutives à un déficit de recrutement des péricytes dans la paroi des microvaisseaux qui se traduit par des microanévrismes et la rupture de la paroi instable des capillaires (Hellstrom et al., 1999; Lindahl et al., 1997). Le TGFß sécrété par les cellules endothéliales est d’une importance cruciale pour la différenciation et le recrutement des CMLv vers le tube endothélial puisque l'invalidation de composants de la voie de signalisation du TGFß dans les cellules endothéliales (endogline, ALK1, TßRII ou ALK5) est responsable d’un déficit de recrutement des CMLv et d'une fragilisation de la paroi artérielle (Carvalho et al., 2004; Fernandez et al., 2006). De même, une invalidation spécifique du récepteur de type II du TGFß dans les précurseurs des CMLv issus des crêtes neurales qui colonisent l'aorte ascendante montre que le TGFß est nécessaire à la différenciation de ces cellules en CMLv (Wurdak et al., 2005). Le facteur de croissance placentaire PlGF par l’intermédiaire du récepteur à tyrosine kinase VEGFR-1 peut assister le processus de stabilisation. L’activation de ce récepteur sur les péricytes ou les CMLv stimule le recouvrement et la stabilisation des vaisseaux immatures par des cellules murales (Autiero et al., 2003). Un phénotype similaire est observé chez les souris KO pour EDG1, le récepteur de S1P présent à la surface des cellules murales, qui montrent, elles aussi, un défaut de migration des cellules murales vers le tube endothélial (Kluk and Hla, 2002). En plus de ces modèles animaux, des modèles de coculture de cellules endothéliales et de précurseurs de CMLv montrent également l’importance des facteurs PDGF, TGFß et VEGF dans le recrutement, la prolifération et la différenciation des précurseurs des CMLv par l'endothélium (Darland et al., 2003; Ding et al., 2004; Hirschi et al., 1998).  

Les cellules mésenchymateuses, précurseurs des cellules murales, sécrètent aussi des facteurs de croissance comme l’angiopoïétine-1 (Ang-1), le ligand du récepteur à tyrosine kinase Tie-2 qui est également important dans les étapes initiales du développement vasculaire. L’action de l’Ang-1 sur les cellules endothéliales exprimant Tie-2 est nécessaire à la différenciation des CMLv et la maturation des vaisseaux (Uemura et al., 2002). Des invalidations par recombinaison homologue du récepteur Tie-2 (Dumont et al., 1994) ou de l'angiopoiétine-1 (Suri et al., 1996) entraînent une létalité précoce résultant de malformations vasculaires majeures. Chez l’homme une mutation activatrice du récepteur Tie-2 produit des malformations de la paroi veineuse caractérisées par une épaisseur anormalement importante du revêtement en CMLv dans la  paroi vasculaire (Vikkula et al., 1996).  

Outre les facteurs de croissance, les facteurs de transcription en aval participent également aux mécanismes de recrutement et de différenciation des CMLv. Des protéines appartenant à la famille des facteurs à doigts de zinc GATA (Morrisey et al., 1996) ainsi qu’à la famille des facteurs à boîte MADS incluant le myocyte enhancer factor-2 (MEF2) et la protéine SRF (Lin et al., 1998) sont considérées comme des facteurs clefs dans l'expression des gènes spécifiques des CMLv. Ces facteurs se fixent principalement sur l'élément cis régulateur CArG  qui est un site commun et indispensable à la régulation des gènes impliqués dans la différenciation des CMLv tels que (SMA, SM-MHC (Smooth Muscle Myosin Heavy chain), SM22( (Smooth Muscle 22α protein) et h1-calponin (Strobeck et al., 2001). Un autre facteur de transcription myogénique de la famille bHLH (basic Helix-Loop-Helix), dHAND, est aussi essentiel à la différenciation des cellules de la crête neurale en CMLv des gros vaisseaux (Morikawa and Cserjesi, 2004; Yamagishi et al., 2000). De plus, le facteur LKLF (lung Kruppel-like zing finger transcription factor) joue un rôle important dans le recrutement et la différenciation des CMLv. Des souris déficientes en LKLF présentent une létalité précoce à cause de malformations vasculaires résultant du nombre réduit de CMLv et de péricytes et d’une diminution du dépôt de matrice extracellulaire (Kuo et al., 1997). Enfin, Fli 1 un membre de la famille des gènes ets apparentés au protooncogène c-ets-1 (Hart et al., 2000), ainsi que les Smad, sont aussi nécessaires au recouvrement de la paroi vasculaire par les CMLv (Yang et al., 1999). 

Après la différenciation et le recrutement des CMLv, les protéines de la matrice extracellulaire interviennent dans la stabilisation et l’organisation des CMLv au sein de la paroi vasculaire puisqu’une inactivation ou une déficience de composants de la matrice extracellulaire comme le collagène de type III (Liu et al., 1997b) et les fibrillines (Carta et al., 2006), conduisent à une dilatation et une fragilité de la paroi artérielle avec risque de rupture. A coté de la matrice extracellulaire, les interactions physiques directes entre les cellules endothéliales et les cellules murales via les molécules d’adhésion (cadhérine et intégrines) et les jonctions gap (connexines) favorisent également l’intégrité de la paroi artérielle (Armulik et al., 2005; Drake et al., 1995; Hirschi et al., 2003). Une fois mature, la paroi vasculaire est caractérisée par sa capacité de remaniement adaptatif à des changements de pression, de flux sanguin et de contraintes mécaniques aussi bien dans des situations physiologiques que pathologiques.

IV.2.3- Composants matriciels 

La matrice extracellulaire (MEC) est un composant important de la paroi vasculaire, quantitativement, elle peut répresenter plus de 50 % du poids sec d’un vaisseau, comme c’est le cas de l’aorte. Elle est synthétisée principalement par les CMLv. La matrice extracellulaire est une structure de soutien et de stabilisation qui confère à la paroi vasculaire ses propriétés mécaniques, notamment l’élasticité apportée par les fibres élastiques et la rigidité pour résister à l’étirement apportée par les fibres de collagène. Elle se définit comme un assemblage de macromolécules (protéiques et glycoprotéiques) nécessaires à l'organisation fonctionnelle de la paroi vasculaire. En effet, les protéines de la matrice sont aussi impliquées dans la régulation de processus de signalisation cellulaires majeurs, aboutissant au contrôle de la prolifération, la différenciation, la migration et la morphologie des cellules (Jacob, 2003; Labat-Robert and Robert, 2005). 

IV.2.3.1- Les fibres de collagène

Synthétisés sous forme de procollagènes, les collagènes sont les protéines ubiquitaires majeures de la MEC (Myllyharju and Kivirikko, 2004). Les collagènes forment une famille de 28 membres distincts. Parmi ces différentes isoformes, les collagènes I, III, IV, V et VI sont les plus abondants dans la paroi vasculaire et ils représentent jusqu’à 60 % des collagènes vasculaires et 20 à 40 % du poids sec de la paroi des vaisseaux. Les collagènes sont parmi les protéines les plus rigides que l’on connaisse et ils confèrent à la paroi artérielle un degré élevé de résistance à la distension. Les collagènes sont des protéines constituées par l’assemblage hélicoïdal de trois monomères de collagène,  portant des séquences répétées du triplet Gly-X-Y (X étant le plus souvent une proline et Y une hydroxyproline) qui confèrent au collagène sa conformation en triple hélice (Myllyharju and Kivirikko, 2004).

Des mutations touchant différentes isoformes du collagène sont responsables de plusieurs pathologies qui se manifestent par des phénotypes délétères au niveau des os, des articulations, de la peau et aussi au niveau des vaisseaux (Germain, 2007). L’impact sur le système cardiovasculaire a été montré pour les mutations du collagène III (col 3A1) qui ont été détectées chez les patients atteints d’Ehlers-Danlos vasculaire (EDS de type IV). Une des complications majeures des sujets atteints de ce syndrome consiste en des atteintes artérielles telles que les dissections et les anévrismes, les ruptures artérielles et les fistules artérioveineuses (Oderich et al., 2005). Chez la souris, l’inactivation par recombinaison homologue du collagène III (col 3A1) ou de type IA1 (col 1A1) est létale en raison de la rupture des vaisseaux (Liu et al., 1997b; Lohler et al., 1984). D’autres mutations au niveau du collagène de type XV (col 15A1) sont à l’origine d’anomalies musculaires et des microvaisseaux (Eklund et al., 2001).

IV.2.3.2- Les fibres élastiques

Les fibres élastiques sont des constituants importants de la matrice extracellulaire. Elles confèrent aux vaisseaux sanguins ainsi qu’aux autres tissus extensibles tels que les poumons et la peau leurs propriétés élastiques. Elles sont principalement constituées d’élastine (90 %) et de microfibrilles (10 %), mais au moins 19 autres composants protéiques associés à ces microfibrilles ont été mis en évidence à ce jour, comme les fibulines, la vitronectine, le LTBP, l'émiline…, faisant des fibres élastiques un assemblage supramoléculaire très complexe (Kielty et al., 2002) (Figure X).
IV.2.3.2.1- L’élastine

L’élastine est le constituant majeur des fibres élastiques. C’est une protéine insoluble, qui fait partie des protéines les plus hydrophobes connues. Le contenu des vaisseaux en élastine varie entre 30 à 50 % du poids sec et atteint 70% dans la portion proximale de l’aorte. Elle est synthétisée sous la forme d’un précurseur soluble : la tropoélastine de 68-74 kDa (Vrhovski and Weiss, 1998). L’élastine n’est synthétisée que pendant une période très restreinte de la vie, sa demie-vie est évaluée à 70 ans approximativement et son taux de renouvellement est quasiment nul dans un tissu sain (Urry et al., 1998). Chez l’homme son expression dans les tissus élastiques débute autour du dernier tiers du développement fœtal et se poursuit dans les premières années de la vie. Au cours de cette période, la tropoélastine est activement synthétisée et intégrée dans les fibres élastiques. Chez la souris, dans l’aorte, l'expression de la tropoélastine augmente linéairement à partir du 14ème jour de développement embryonnaire (E14) et atteint un maximum vers la fin de la gestation. La naissance s’accompagne d’un arrêt brutal de l’expression de la tropoélastine. Une très forte augmentation du niveau d’expression reprend ensuite dans les 48 heures qui suivent la naissance jusqu’au 14ème jour postnatal. Par la suite, une diminution rapide est observée pour atteindre un taux très faible chez l’adulte (Davis, 1995; Kelleher et al., 2004). Une néosynthèse peut toutefois avoir lieu au cours des processus de cicatrisation et dans des processus pathologiques. Au cours de la formation de la paroi artérielle, la tropoélastine est essentiellement synthétisée par les CMLv et à un degré moindre par les fibroblastes et les cellules endothéliales (Sauvage et al., 1998).

L’élastine a longtemps été considérée comme une protéine fibreuse amorphe dont la seule fonction était de procurer aux tissus qui l’expriment leurs propriétés élastiques. Cependant, de nombreuses études menées au cours des deux dernières décennies ont clairement mis en évidence des interactions multiples de l'élastine avec les cellules et les protéines environnantes régulant l’activité de divers types cellulaires. Sur les CMLv, l’élastine induit un phénotype quiescent contractile en inhibant leur prolifération et leur migration. En effet, les souris KO pour l’élastine meurent durant la période périnatale en raison d’une occlusion vasculaire résultant de la prolifération sous-endothéliale des CMLv (Li et al., 1998b). De plus, elle régule l’état de contractilité des CMLv par son action sur l’organisation des myofibrilles en exerçant un effet activateur sur la polymérisation de l’actine (Karnik et al., 2003). 

IV.2.3.2.2- Les microfibrilles

Les microfibrilles, le second composant majeur des fibres élastiques après l’élastine, résultent de l’association de molécules de fibrillines avec les MAGP (microfibril-associated glycoprotein). Les fibrillines, constituant principal de ces microfibrilles, sont des glycoprotéines d’un poids moléculaire de 350 kDa (Ramirez and Dietz, 2007). Dans le génome  humain, trois isoformes des fibrillines (fbn) ont été identifiées (fbn1, 2 et 3). Chez la souris, seuls les gènes de fbn1 et fbn2 sont présents (Corson et al., 2004). Le profil d’expression des fibrillines au cours du développement a révélé une large distribution dans divers tissus embryonnaires au cours de l’organogénèse, dont les vaisseaux. Dans l’aorte murine, le profil d’expression est similaire à celui de la tropoélastine, excepté le pic d’expression qui se situe au moment de la naissance. L’expression de la fbn2 est nettement différente de celle de la fbn1. Elle est plus précoce et plus forte au cours du développement embryonnaire, puis elle décroît de façon quasi-linéaire lorsque l’expression de la fbn1 devient plus forte (Kelleher et al., 2004). Ceci suggère que la fbn2 serait impliquée dans les phases initiales de la morphogénèse et l’assemblage des fibres élastiques alors que la fbn1 serait indispensable au développement vasculaire et à la maturation des vaisseaux pendant la période périnatale (Carta et al., 2006). 

IV.2.3.3- Les principales étapes de la synthèse des fibres élastiques  

L’élastogénèse est un processus complexe s’opérant par la succession de multiples étapes hiérarchisées aboutissant à la synthèse d’une fibre élastique mature. La synthèse de tropoélastine, l’assemblage et la maturation des fibres sont les étapes critiques dans la formation des fibres élastiques (Figure X).

IV.2.3.3.1- Synthèse et sécretion de la tropoélastine

La synthèse de la tropoélastine suit les mécanismes intracellulaires classiques des protéines sécrétées : traduction des ARN messagers à la surface du réticulum endoplasmique rugueux (RER), relargage de la protéine dans la lumière du RER, clivage du peptide signal et sécrétion à la membrane plasmique via des vésicules sécrétoires (Damiano et al., 1984). La tropoélastine est sécrétée dans l’espace extracellulaire en association avec une protéine chaperon de 67 kDa, nommée elastin binding protein (EBP) (Figure X). La protéine EBP possède une forte affinité pour la tropoélastine. Elle est déjà associée à la tropoélastine dans les compartiments intracellulaires, la protégeant d’un auto-assemblage prématuré et d’une dégradation par les protéases à sérine (Hinek and Rabinovitch, 1994). Dans le milieu extracellulaire, la liaison de l'EBP aux résidus galactose présents à la surface des microfibrilles diminue son affinité pour la tropoélastine qui va se dissocier de son chaperon et se déposer sur la charpente de microfibrilles.

IV.2.3.3.2- Assemblage et maturation des fibres élastiques

L’assemblage des fibres élastiques revêt une importance particulière car ce processus est restreint aux tissus au cours du développement et requiert beaucoup de précision et de fidélité pour assurer un fonctionnement optimal des fibres élastiques tout au long de la vie de l’organisme.

D’une façon spontanée, les monomères de tropoélastine déposés sur les microfibrilles sont succeptibles de s’assembler en une structure fibrillaire par interactions entre des domaines hydrophobes. Ce processus est appelé auto-assemblage par coacervation. Il repose sur une association non enzymatique qui dépend uniquement des conditions physicochimiques de la MEC (température, pH et concentration ionique). Bien que ce phénomène soit crucial pour la concentration, l’organisation et l’alignement des molécules de tropoélastine, il n’est pas suffisant pour produire des fibres élastiques stables. Il est nécessaire que s'établissent des liaisons covalentes entre les molécules de tropoélastine elles-mêmes ainsi qu’avec la charpente de microfibrilles.  

L’affinité élevée de la tropoélastine pour les fibrillines permet la formation de liaisons covalentes entre ces deux molécules entre des résidus glutamine des fibrillines et de résidus lysine de la tropoélastine grâce à l’intervention de transglutaminases  (Rock et al., 2004). La protéine MAGP-1 liant à la fois la tropoélastine et les microfibrilles pourrait également être une molécule de liaison importante pour l’assemblage des fibres élastiques (Clarke and Weiss, 2004). Les interactions des molécules de tropoélastine, des fibrillines-1 et -2 et de MAGP-2 avec la cellule via les intégrines αvß3 et α5ß1 pourraient également être indispensables à la formation et l’assemblage des fibres élastiques dans l’espace extracellulaire (Bax et al., 2003). De plus, de nombreuses autres protéines telles que l’émiline-1, les fibulines et le LTBP pourraient également jouer un rôle dans la stabilisation des fibres élastiques soit en favorisant l’adhésion des fibres élastiques à la cellule soit en augmentant les interactions moléculaires entre les constituants des fibres élastiques (Hirai et al., 2007; Nakamura et al., 2002; Zanetti et al., 2004) (Figure X).

La maturation des fibres élastiques nécessite la polymérisation des molécules de tropoélastine, elle requiert l’intervention des lysyl-oxydases, enzymes catalysant la liaison entre les molécules de tropoélastine pour constituer un polymère insoluble : l’élastine. En effet, les étapes préliminaires de l’auto-assemblage des molécules de tropoélastine et de leurs interactions avec les microfibrilles permettent d’aligner et de rapprocher les monomères afin de faciliter leur réticulation par la lysyl oxydase (Figure X). Cette enzyme permet la désamination oxydative des résidus lysines qui ensuite peuvent s’unir par quatre pour former des tétra-acides aminés complexes en forme de croix, appelés desmosines. Ces desmosines lient entre elles de façon covalente les molécules de tropoélastine pour former un réseau d’élastine mature et extensible (Wagenseil and Mecham, 2007).

IV.2.3.4- Les principales causes d’altération des fibres élastiques

L’élastogénèse est un processus complexe s’opérant par la succession de multiples étapes hiérarchisées. C’est pourquoi un défaut survenu à n’importe quelle étape de la synthèse peut aboutir à la formation de fibres élastiques désorganisées et/ou fragmentées. Dans la plupart des cas, les causes de l’altération de l’élastogénèse sont dues à des mutations dans des gènes impliqués dans la formation des fibres élastiques et qui sont susceptibles de provoquer des pathologies, notamment vasculaires.

IV.2.3.4.1- La mise en cause de l’élastine

Des études de génétique moléculaire menées chez l’homme ont mis en évidence que des mutations dans un des deux allèles du gène de l’élastine sont responsables de la sténose aortique supravalvulaire (SASV), une pathologie vasculaire obstructive caractérisée par un rétrécissement important de l’aorte ascendante juste au-dessus des valves aortiques. Ces mutations dans la plupart des cas conduisent à un arrêt prématuré de la synthèse d’élastine (codons stop prématurés). Une autre anomalie du développement appelée syndrome de Williams-Beuren (SWB) associe, en plus des caractéristiques de SASV, une dysmorphie faciale, un retard mental et des anomalies articulaires. Ce syndrome est provoqué par la déletion d’une région entière (1,5-2 Mb) du chromosome 7q11.23 entraînant une perte totale d’un des 2 allèles du gène de l’élastine et d’au moins 14 autres gènes avoisinants (Francke, 1999). De la même façon, des souris dont un allèle de l'élastine est invalidé montrent des similitudes avec les patients atteints de SASV et SWB. En particulier, la paroi vasculaire présente un épaississement majeur de la média résultant de l’augmentation du nombre des CMLv et, de façon paradoxale, du nombre de lames élastiques (Li et al., 1998b; Wagenseil et al., 2005). L’architecture de la média est désorganisée à cause de la réduction du contenu en élastine et les CMLv adoptent une disposition aléatoire. Ceci contraste avec le haut degré d’organisation observé normalement dans la paroi artérielle, où la média est formée de couches parallèles circonférentielles et concentriques de CMLv (Li et al., 1998a; Urban et al., 2002). Une invalidation totale du gène de l’élastine chez la souris est responsable du décès des animaux 3 à 4 jours après leur naissance. Ceci est dû à la prolifération continue des CMLv qui conduit à l’occlusion complète des artères (Li et al., 1998a). L’intégrité des deux allèles du gène de l’élastine est donc indispensable à la synthèse optimale des fibres élastiques dans les tissus.

IV.2.3.4.2- Mise en cause des fibrillines et des protéines associées

Les mutations dans le gène de la fibrilline-1 sont responsables du syndrome de Marfan de type 1. Ce syndrome atteint principalement le système cardiovasculaire et se caractérise par des dilatations et des ruptures aortiques. Des modèles murins déficients en fibrilline 1 et/ou 2 ont montré l’importance surtout de la fibrilline-1 dans la structure et l’homéostasie des fibres élastiques plutôt que dans leur assemblage. Les souris déficientes en fbn1 (fbn1-/-) ont une média anormale avec des fibres élastiques désorganisées bien que le taux d'élastine soit normal. Cette déficience en fibrilline-1 entraîne la létalité des souris peu après la naissance par rupture d’anévrismes au niveau de l’aorte, confirmant le rôle important de cette protéine dans la stabilisation de la fibre élastique (Bunton et al., 2001). En revanche, les souris déficientes en fbn2 ne présentent pas d’altérations morphologiques de la paroi aortique et se développent normalement (Arteaga-Solis et al., 2001). Parmi les protéines associées aux microfibrilles, les deux isoformes 5 et 4 des fibulines sont essentielles pour la stabilisation et la maturation, respectivement, des fibres élastiques. Les souris invalidées pour le gène de la fibuline-5 présentent un réseau de fibres élastiques hautement désorganisé et irrégulier dans tous les tissus élastiques mais ceci n’entraîne pas de létalité (Nakamura et al., 2002; Yanagisawa et al., 2002). Par contre, les souris fibulin-4-/- meurent dans la période périnatale d'anomalies vasculaires et pulmonaires sévères consécutives à des défauts de maturation des fibres élastiques. Ces souris ne produisent pas de lames élastiques mais seulement des agrégats d’élastine contenant des filaments qui contrastent avec l’apparence amorphe des fibres élastiques normales (McLaughlin et al., 2006). De même, l’inactivation du gène codant pour la lysyl oxydase entraîne la mort des souris à la naissance ou dans les heures qui suivent, par rupture d’anévrisme due à une désorganisation et une fragmentation sévère des fibres élastiques (Hornstra et al., 2003; Maki et al., 2002). L’émiline-1 est aussi une protéine nécessaire à la stabilisation des fibres élastiques. Les souris émiline-1-/- sont viables mais les fibres élastiques sont anormales et, dans l'aorte, l’ancrage des CMLv aux lames élastiques est altéré (Zanetti et al., 2004). 

IV.2.3.4.3- Mise en cause de l’activité des élastases

L’élastine ainsi que les autres composants des fibres élastiques peuvent être dégradés par des enzymes protéolytiques : les élastases. Les élastases appartiennent à différentes classes de protéinases telles que les métalloprotéases matricielles comme MMP-2 et MMP-9, les sérines protéases, ainsi que les protéases à cystéine et les aspartyl-protéases. Leur synthèse et leur activation peuvent résulter de l’action de nombreux facteurs intrinsèques et extrinsèques, ou du déficit d’inhibiteurs spécifiques. Des inhibiteurs spécifiques des MMP, appelés inhibiteurs tissulaires (TIMP), sont constitutivement présents dans la paroi vasculaire et régulent l’activité des MMP, limitant ainsi la dégradation des fibres élastiques (Jacob, 2003). Un déséquilibre de la balance protéases/inhibiteurs en faveur de la dégradation matricielle concourt à une élastolyse accrue de la paroi artérielle induisant une diminution du rapport élastine/collagène. Ce déséquilibre est renforcé par le quasi-arrêt de la synthèse d'élastine chez l'adulte alors que la production de collagène se maintient jusqu’à un âge tardif. Ce déséquilibre est observé dans des situations physiologiques telles que le vieillissement et dans certaines situations pathologiques, en particulier le syndrome de Marfan (Chung et al., 2007; Jacob, 2003). 

IV.2.3.5- Implication du TGFß dans l’élastogénèse

Le TGFß est un inducteur puissant de la synthèse de la MEC. D’une part, il stimule l'expression de plusieurs protéines de la MEC incluant l’élastine et, d'autre part, il maintient l’intégrité de la matrice en empêchant sa dégradation par les enzymes. Dans l’élastogénèse, le TGFß joue le rôle d’un régulateur positif de la synthèse des fibres élastiques, en exerçant son action par deux mécanismes différents : soit il stimule l’expression des éléments principaux qui entrent dans la formation des fibres élastiques, soit il  maintient l’intégrité de ces fibres en empêchant leur dégradation. Le TGFß stimule la synthèse d’élastine, en stabilisant les ARNm de l’élastine et/ou en augmentant l’expression des ARNm  par la voie PI3 Kinase/Akt  (Kuang et al., 2007; Kucich et al., 2002). In vivo, chez le rat, les ARNm de l’élastine et le TGFß sont co-localisés dans l’aorte et, in vitro, l’addition de TGFß1 à des CMLv et des cellules endothéliales augmente la quantité d'ARNm de l’élastine (Sauvage et al., 1998). La quantité de TGFß dans les organes exprimant l’élastine est fortement diminuée chez l’adulte par rapport au nouveau né ou au jeune, ce qui pourrait expliquer l’arrêt de la production d’élastine à l’âge adulte (Bruce and Honaker, 1998). Le TGFß est aussi impliqué dans l’étape de maturation des fibres élastiques grâce à son effet stimulant sur l’expression et sur l’activité de la lysyl oxydase. Dans les CMLv, le TGFß augmente le degré de polymérisation des molécules de tropoélastine et ceci est corrélé à une augmentation de l’activité de la lysyl oxydase (Goto et al., 2005). L’expression de la fibuline-5, impliquée dans la stabilisation des fibres élastiques, est augmentée  par le TGFß  (Kuang et al., 2006).

L'équilibre entre les élastases (MMP-2 et 9) et leurs inhibiteurs (TIMP-1 et 2) est  essentiel au maintien de l’intégrité des fibres élastiques au sein de la paroi artérielle (Nishimura et al., 2003). Dans certains modèles, le TGFß régule la balance MMP/TIMP en faveur d'une inhibition de l'activité des MMP en diminuant l’expression des élastases MMP-9 et MMP-2 (Ogawa et al., 2004) et/ou en augmentant l’expression de leurs inhibiteurs (Garcia-Alvarez et al., 2006). Cependant, dans la média des anévrismes de souris fbn1+/-, un modèle animal de la maladie de Marfan, il a été proposé que l’activation excessive de la voie de signalisation du TGFß pourrait être responsable de la stimulation de l’activité des MMP-2 et 9 (Chung et al., 2007; Neptune et al., 2003).

IV.2.4- Rôle du TGFß dans le développement vasculaire 

La famille du TGFß est fortement impliquée dans de nombreux processus du développement embryonnaire commençant très précocement au stade préimplantatoire du zygote (segmentation de l’œuf) et se poursuivant dans des phases ultérieures de l’implantation, de la gastrulation, de la croissance embryonnaire et de l’organogénèse (Mummery, 2001). Dans notre travail, nous nous sommes plus particulièrement intéréssés à l’implication du TGFß dans l’organogénèse du système vasculaire.

IV.2.4.1- L’implication des composants du système TGFß dans la vasculogénèse et l’angiogénèse

Des invalidations par recombinaison homologue (knock-out) des gènes essentiels dans le système de signalisation des TGFß montrent l’importance de ce facteur dans le développement, la différenciation et la maturation du réseau vasculaire primitif (Tableau I). L’invalidation du TGFß1 chez la souris conduit à une létalité en deux temps. Alors que 50 % des souris dont le gène du TGFß1 est invalidé sur les 2 allèles meurent in utero vers le milieu de la gestation (E10,5) en raison d’anomalies de la vasculogénèse et de l’hématopoïèse dans la vésicule vitelline (Dickson et al., 1995), la deuxième moitié de ces mutants se développe normalement jusqu’au sevrage. A ce stade, ils développent rapidement une inflammation massive de nombreux organes et meurent entre la troisième et la quatrième semaine (Kulkarni et al., 1993). La protection de ces embryons vis à vis de la létalité embryonnaire précoce peut être expliquée par la redondance des autres isoformes du TGFß (TGFß2 et TGFß3) qui compensent  l’isoforme TGFß1 invalidée ainsi que par un apport maternel transplacentaire de TGFß1 à certains embryons TGFß1-/-. Pour les mutants TGFß1-/- qui meurent d’une anomalie de la vasculogénèse, on observe des vaisseaux fragilisés à cause d’un défaut dans la différenciation des cellules endothéliales dans la vésicule vitelline qui conduit à la formation d’un tube endothélial anormal dont l’intégrité est incomplète (Dickson et al., 1995). Cette létalité précoce a été observée aussi chez les embryons déficients en TßRII, le récepteur central de la voie de signalisation des TGFß. Tous les embryons TßRII-/- meurent vers le milieu de la gestation par anomalies de la vasculogénèse et de l’hématopoïèse (Goumans et al., 1999; Oshima et al., 1996). TGFß1 et TßRII jouent un rôle critique aussi bien dans la formation du plexus vasculaire primaire (vasculogénèse) que dans l’extension et le remodelage du réseau ultérieur (angiogénèse). 

Des invalidations touchant d’autres éléments de la voie de signalisation du TGFß tels que l’endogline (Arthur et al., 2000), ALK1 (Urness et al., 2000), ALK5 (Larsson et al., 2001), Smad 5 (Yang et al., 1999)  et Smad 4 (Lan et al., 2007) entraînent une létalité précoce aux alentours de E11,5 ce qui montre leur implication cruciale dans l’expansion et la maturation du réseau vasculaire primitif aussi bien de l’embryon que des annexes embryonnaires comme le sac vitellin. De grandes similitudes phénotypiques ont été observées entre ces différents KO. Les embryons présentent tous des vaisseaux dilatés dont la paroi est fragile en raison d’un déficit marquant dans le recrutement des CMLv. Cependant, des différences ont été aussi décrites. L’inactivation d’un allèle de l’endogline chez la souris entraîne des malformations vasculaires évoquant la télangiectasie hémorragique familiale de type 1 (HHT1). Les embryons homozygotes pour l’invalidation du gène de l’endogline meurent à E11,5 à cause de défauts de leur système vasculaire et d’anomalies cardiaques sévères (Arthur et al., 2000; Li et al., 1999). Les mutants ALK1, un modèle d’HHT2, présentent des défauts similaires à ceux observés chez les mutants de l’endogline (Oh et al., 2000). Ils présentent des défauts spécifiques tels qu’une fusion excessive entre les réseaux capillaires, un retard du dévelopement de l’extrémité caudale de l’embryon et un retard dans la différenciation des CMLv. Ces anomalies vasculaires sont associées à une activité accrue des facteurs angiogéniques VEGF et angiopoïétine-2. Ceci explique la prolifération excessive des cellules endothéliales et la fusion anormale entre les capillaires. Une anomalie caractéristique des mutants ALK1 est la présence de malformations vasculaires de type anastomoses artérioveineuses. L’éphirine-B2, un marqueur des artères qui est impliqué chez les mammifères dans la délimitation entre les artères et les veines, est absent dans les mutant ALK1. Ceci implique que le TGFß utiliserait la voie ALK1 pour différencier les veines des artères au cours du développement (Urness et al., 2000). Les souris KO pour le bétaglycan, un des récepteurs de type III du TGFß, présentent des anomalies de la vasculogénèse au niveau des vaisseaux coronaires et meurent à E14,5 de cette anomalie cardiovasculaire (Compton et al., 2007).

Certains médiateurs de la signalisation, utilisés par le TGFß mais aussi par d’autres membres de la superfamille, ont aussi une importance dans la formation des vaisseaux. Une invalidation spécifique de Smad 4 dans les cellules endothéliales, un médiateur important de la voie de signalisation du TGFß, entraîne une létalité à E10,5 à causes d’anomalies cardiovasculaires majeures : angiogénèse anormale, affaisement des parois de l’aorte dorsale, dilatation des ventricules et défaut de trabéculation du myocarde et absence de formation des coussins endocardiques (Lan et al., 2007). De même, l’invalidation constitutive de Smad 5 est létale entre E10,5 et E11,5 en raison de défauts de l’angiogénèse, les vaisseaux étant dilatés par déficit de recrutement des CMLv, accompagnés d’une apoptose accrue au niveau du mésenchyme (Yang et al., 1999).  Récemment, une étude a montré que TAK1, une des protéines de la famille MAP KKK qui peut être activée par le TGFß, est aussi importante pour le développement vasculaire. L’invalidation de ce gène provoque un phénotype très semblable à ceux induits chez des souris mutantes pour ALK1, l’endogline et Smad 5 (Jadrich et al., 2006).

La surexpression de certains éléments essentiels de la voie de signalisation du TGFß, comme le TGFß et le TßRI, conduit de la même façon que les invalidations à une dérégulation du développement du système cardiovasculaire embryonnaire. Une surexpression du TGFß1 sous le contrôle du promoteur SM22α entraîne une létalité embryonnaire à cause de malformations sévères de la vascularisation du sac vitellin associées à un retard de croissance (Agah et al., 2000). De même, la surexpression du TßRI dans le myocarde sous le contrôle du promoteur αMHC entraîne également une létalité précoce consécutive à de nombreuses anomalies cardiaques (Charng et al., 1998). Cette hétérogénéité des phénotypes vasculaires observés entre les différentes invalidations des éléments du système TGFß est sans doute due à l’expression différentielle de ces éléments au sein de l’organisme et aussi aux régulations distinctes des gènes cibles en fonction de la voie de signalisation que le TGFß emprunte (Goumans et al., 2002; Ota et al., 2002; Wu et al., 2006).

IV.2.4.2- L’importance du TGFß dans les interactions cellules endothéliales-CMLv

Tout au début du développement vasculaire, l’expression du TGFß est détectée au niveau des hémangioblastes. Ce facteur est nécessaire à la différenciation des hémangioblastes en cellules endothéliales et hématopoïétiques (Dickson et al., 1995). Les cellules endothéliales vont s’organiser en tubes et recruter par la suite les péricytes/CMLv pour constituer le système vasculaire. Les cellules endothéliales sont des cibles potentielles du TGFß du fait de la présence des divers types de récepteurs du TGFß à leur surface (TGF(RII, ALK1, ALK5 et endogline). L’action du TGFß sur ces cellules est étroitement contrôlée puisque des signalisations différentes entraînant des réponses biologiques différentes pourraient se produire selon quel sous-type de récepteur de type I est impliqué dans la signalisation du TGFß (ALK1 ou ALK5). ALK1 est nécessaire à la phase d’activation de l’angiogénèse en induisant la prolifération et la migration par Smad 1/5 alors que ALK5 est nécessaire à la phase de maturation en inhibant la prolifération, la migration et en induisant la différenciation et la production de la matrice extracellulaire grâce aux Smad 2/3 (Goumans et al., 2002). L’endogline dans ces cellules favorise la signalisation par le récepteur ALK1 pour induire la prolifération des cellules endothéliales (Lebrin et al., 2004). Un déséquilibre dans la signalisation du TGFß peut perturber la fonction de ces cellules entraînant des anomalies caractéristiques des syndromes de télangiectasies hémorragiques familiales de type 1 ou 2 (HHT1 et HHT2) comme la dilatation et la fragilisation des parois vasculaires par anomalies du recrutement des CMLv (Fernandez et al., 2006). Le déficit de signalisation du TGFß par mutation d'ALK1 dans la télangiectasie héréditaire de type 2 a été récemment remis en cause par le groupe qui avait initialement proposé ce mécanisme (Oh et al., 2000; Park et al., 2008). En effet, des travaux récents ont montré qu'ALK1, longtemps considéré comme un récepteur orphelin, aurait en fait comme ligands principaux BMP-9 et 10 (David et al., 2007). Dans la mesure où ni TßRI/ALK5 ni TßRII ne seraient requis pour la signalisation d'ALK1 dans les cellules endothéliales cela excluerait l'implication du TGFß dans la pathogénie de HHT-2. Mais ces résultats très récents demandent encore à être confirmés.
Le TGFß sécrété par les cellules endothéliales est important pour la différenciation et le recrutement des CMLv vers le tube endothélial. L’importance de ce contrôle paracrine entre ces deux types cellulaires est bien montrée par des invalidations spécifiques des récepteurs du TGFß (T(RII, ALK5, endogline et ALK1) dans les cellules endothéliales qui inhibent la différenciation des cellules mésenchymateuses avoisinantes en CMLv et aboutissent à la formation d’une paroi vasculaire fragile et dilatée évoquant les télangiectasies hémorragiques familiales de type 1 et 2 (Carvalho et al., 2004; Fernandez et al., 2006). En plus de ces communications paracrines, une boucle autocrine de rétrocontrôle positif du TGFß a été mise en évidence dans les cellules endothéliales puisqu’une invalidation de la voie du TGFß dans les cellules endothéliales va entraîner une diminution de la sécrétion de TGFß1 par ces cellules qui réduit la disponibilité de ce facteur pour les CMLv (Carvalho et al., 2004). Il est aussi important de signaler que la juxtaposition entre les cellules endothéliales et les cellules mésenchymateuses permet l’activation de la forme latente du TGFß qui à son tour induit la différenciation des cellules mésenchymateuses en CMLv et péricytes (Hirschi et al., 1998; Sato et al., 1990). En plus de cette interaction dépendante du TGFß entre ces deux types cellulaires, il existe d’autres communications intercellulaires via les jonctions de type gap et d’autres facteurs de croissance qui sont aussi impliquées dans  l’induction de la différenciation des cellules murales (Armulik et al., 2005; Hirschi et al., 2003).

IV.3- Système cardiaque

IV.3.1- Développement du cœur

IV.3.1.1- Les principaux évènements dans le développement du cœur

La cardiogénèse débute dans l’aire cardiogénique de l’embryon par la formation, par le processus de vasculogénèse, d’une paire de tubes endocardiques symétriques qui fusionnent ensuite pour former un tube unique, le tube cardiaque primitif qui est constitué de deux couches disposées concentriquement, le myocarde et l'endocarde. En effet le cœur se développe à partir de deux territoires cardiaques issus de deux populations mésodermiques distinctes qui ségrègent à partir d’un précurseur commun et apparaissant à des stades différents de l'ontogénèse (Buckingham et al., 2005). Le premier territoire émerge du mésoderme splanchnopleural antérieur et forme le tube cardiaque primitif. Il contribue, plus tard, au ventricule gauche et à une partie des oreillettes. Le second territoire cardiaque dérive du mésoderme pharyngien et donne naissance à l'éxtrémité artérielle du tube cardiaque précoce puis au ventricule droit et contribue au ventricule gauche ainsi qu'aux oreillettes (Meilhac et al., 2004). En effet, des signaux de BMP2, FGF-8 et Wnt 11 provenant de l’endoderme vont induire la différenciation des cellules mesenchymateuse en lignages endocardiques et myocardiques qui sont à l’origine du développement des quatre compartiments du cœur (Wagner and Siddiqui, 2007a; Wagner and Siddiqui, 2007b). Le myocarde qui est principalement un tissu contractile joue aussi un rôle essentiel dans le système de conduction qui permet le maintien de son activité contractile rythmique (Moorman et al., 1998). L'endocarde est la source des cellules mésenchymateuses qui forment les coussins cardiaques et qui donneront finalement le tissu valvuloseptal du cœur embryonnaire. Cette couche est séparée du myocarde par une matrice extracellulaire appelée gelée cardiaque. Des cellules épithéliales de l'endocarde essaiment dans la gelée cardiaque où elles subissent une transformation épithélio-mésenchymateuse en réponse à un signal initial qui provient du myocarde mais qui est relayé par un second signal ayant pour origine l'endocarde lui-même (Sugi and Markwald, 1996). En plus de son rôle dans la formation des valves, le mésenchyme des coussins est nécessaire à la septation aortico-pulmonaire dans la région efférente du cœur et du canal atrioventriculaire (van den Hoff et al., 1999). La formation harmonieuse d'un cœur à quatre cavités dépend aussi de lignages cellulaires dérivés de sources extra-cardiaques, en particulier les crêtes neurales. Les cellules cardiaques issues des crêtes neurales ont des fonctions essentielles dans le remodelage des tissus cardiovasculaires, la maturation du système de couplage excitation-contraction et l'acquisition des propriétés musculaires du septum de la voie efférente (Waldo et al., 1999). D'autres cellules des crêtes neurales proviennent de la région ventrale du tube neural et jouent un rôle dans la septation des oreillettes et la différenciation des fibres de Purkinje à partir du myocarde (Sohal et al., 1999). 

IV.3.1.2- Les grandes étapes de développement du cœur chez la souris

Les premiers cardiocytes, dérivés du mésoderme antérieur latéral, se différencient de part et d’autre de la ligne médiane au jour 7 de l’embryogénèse (E7). Pendant le repliement du corps embryonnaire, les deux régions précardiaques gauche et droite fusionnent sur le bord antérieur de l’aire cardiaque, formant ainsi un tube cardiaque organisé transitoirement suivant l’axe antéro-postérieur de l’embryon, avec le pôle artériel en position antérieure et le pôle veineux en position postérieure. L’inflexion cardiaque se produit entre E8 et E8,5. Au cours de ce processus le cœur se courbe vers la droite, avec le déplacement du pôle veineux dorsalement et antérieurement (étape de retournement), pour former à E9,5 un tube cardiaque embryonnaire en forme de " S ", composé d’une voie afférente, d’une oreillette primitive, d’un canal auriculo-ventriculaire (AVC), d’un ventricule primitif et d’une voie efférente. Ensuite de E10 à E12,5, la croissance et la septation des chambres cardiaques aboutissent à la compartimentation gauche et droite du cœur : les septa convergent dans la région du canal atrioventriculaire avec la formation de quatre cavités distinctes qui établissent les circulations pulmonaire et systémique (Kelly and Buckingham, 2002). 

IV.3.2- Les TGFß et le tissu cardiaque

Les deux familles des BMP et du TGFß sont impliquées à différents stades du développement cardiaque: différenciation initiale du tissu cardiaque, transformation épithélio-mésenchymateuse de cellules de l'endocarde, retournement du cœur, compartimentation du cœur et formation des valves cardiaques (Ma et al., 2005; Mercado-Pimentel and Runyan, 2007). Elles sont également impliquées à l’âge adulte dans les mécanismes de réparation et de cicatrisation du tissu cardiaque après un accident ischémique ou dans le développement de la fibrose pathologique du cœur (Azhar et al., 2003; Xiao and Zhang, 2008). Dans notre étude, nous nous focaliserons sur les rôles potentiels de la famille TGFß dans le développement cardiaque et sur l’implication de ce facteur dans la pathogénie de certaines cardiopathies congénitales. 

IV.3.2.1- L’implication du système TGFß dans le développement cardiaque

Le rôle potentiel des TGFß dans le développement cardiaque découle de plusieurs types d’observations. Ce rôle repose d’abord sur l’expression spatio-temporelle spécifique des trois isoformes des TGFß ainsi que leurs récepteurs impliqués dans la signalisation (TßRII et TßRI, ALK1, ALK2, bétaglycan et endogline). Ces ligands et ces récepteurs sont détectés très précocement au cours de la cardiogénèse (Mercado-Pimentel and Runyan, 2007; Pelton et al., 1991). Ensuite, les expériences d’invalidation et de surexpression de différents composants du système de signalisation des TGFß montrent bien l’importance des éléments de la famille du TGFß dans la morphogénèse et l’organogénèse du cœur (Goumans and Mummery, 2000) (Tableau I). L'invalidation du TGFß2 conduit à une mortalité périnatale importante en raison de très nombreuses malformations dont certaines touchent le cœur comme les défauts de septation de la région conotroncale entraînant la formation d’un ventricule droit à double issue, des anomalies multiples des valves tricuspides et mitrales, un myocarde hyperplasique et un ventricule droit hypertrophié (Bartram et al., 2001; Sanford et al., 1997). Pour le TGFß1, il a été montré initialement que l’invalidation est létale soit à la mi-gestation du fait de grave défauts de l'hématopoïèse et de la vasculogénèse, soit au sevrage à cause d'un syndrome inflammatoire généralisé (Dickson et al., 1995; Kulkarni et al., 1993; Shull et al., 1992). L'importance fonctionnelle du TGFß1 dans la cardiogénèse a été documentée par une autre équipe qui a cherché à obtenir des souriceaux TGFß1-/- à partir d'une mère elle-même TGFß1-/- pour supprimer l'apport de TGFß1 maternel aux fœtus pendant la gestation (Letterio et al., 1994). La survie de quelques animaux TGFß1-/- a été rendue possible par un traitement par les glucocorticoïdes, ce qui a bloqué la réaction inflammatoire massive dont souffrent ces mutants. Une femelle TGFß1-/- a pu avoir une portée de sept petits. Quatre d'entre eux étaient homozygotes pour la mutation et sont morts à l'âge d'un jour. Tous les quatre présentaient de sévères malformations cardiaques, incluant des déformations des cavités ventriculaires, une désorganisation du myocarde ventriculaire et du tissu des valves et des anomalies des jonctions atrioventriculaires. Aucune de ces malformations cardiaques n'a été observée chez les trois animaux hétérozygotes de la même portée. Ce travail souligne le rôle spécifique du TGFß1, non compensé par les deux autres isoformes, dans la cardiogénèse. Le LTBP, une des protéines principales dans la régulation de l’activité de la forme latente du TGFß, est aussi impliquée dans le développement cardiaque. Chez la souris, l’invalidation du LTBP est létale peu après la naissance en raison d’anomalies cardiaques sévères comme la persistance du tronc artériel commun embryonnaire avec absence de septation entre l’aorte et le tronc pulmonaire et d’autres défauts au niveau des arcs aortiques. Ces anomalies sont les conséquences d’une diminution de l’activité du TGFß dans la région conotroncale du cœur (Todorovic et al., 2007).

Au niveau des récepteurs du TGFß, l’invalidation conditionnelle du TßRII spécifiquement dans le myocarde n’entraîne pas de létalité et de rares malformations cardiaques, ce qui suggère que la voie de signalisation du TGFß au niveau des cardiomyocytes ne serait pas indispensable à la cardiogénèse. Par contre, si ce même gène est  invalidé au niveau des cellules endothéliales de l'endocarde, les embryons meurent autour de E12,5 en raison de défauts du remodelage du canal atrioventriculaire et du retournement cardiaque. Ces souris constituent de plus un modèle pour les malformations cardiaques de type ventricule gauche à double issue, une forme très rare de malposition des gros vaisseaux dans laquelle l’aorte et l’artère pulmonaire sont abouchées entièrement ou d’une façon prédominante au ventricule gauche (Jiao et al., 2006). Le récepteur de type I du TGFß (ALK5) joue un rôle important dans la formation des valves (Mercado-Pimentel et al., 2007). De plus, ALK5 est nécessaire aussi à l’étape de retournement du cœur (Charng et al., 1998). Pour l’endogline, l’inactivation de ce gène est responsable non seulement des malformations des vaisseaux évoquant la télangiectasie hémorragique familiale de type 1 mais aussi de malformations des coussins endocardiques par inhibition de la transformation épithélio-mésenchymateuse de l'endocarde du canal atrioventriculaire (Arthur et al., 2000; Li et al., 1999). Il en est de même pour le bétaglycan dont le rôle dans l'organogénèse des coussins endocardiques a été démontré par blocage fonctionnel par des anticorps anti-bétaglycan sur des cultures organotypiques d'ébauches cardiaques (Brown et al., 1999). Ce blocage fonctionnel du bétaglycan inhibe la transformation épithélio-mésenchymateuse des cellules endocardiques à l'origine des coussins cardiaques essentiels à la formation du tissu des valves et à la compartimentation du coeur. Le récepteur de type III ou bétaglycan est nécessaire au développement des vaisseaux coronaires puisque des souris déficientes en TßRIII ont un nombre réduit de vaisseaux coronaires. Ceux-ci sont incapables de répondre aux besoins du myocarde ce qui résulte en une létalité embryonnaire précoce à E14,5 (Compton et al., 2007). 

Concernant les médiateurs de signalisation du TGFß, des invalidations spécifiques de Smad 4 dans les cardiomyocytes montrent l’importance de ce médiateur commun des signaux  TGFß/BMP/activine dans la cardiogénèse au stade embryonnaire puisque les embryons déficients en Smad 4 dans les cardiomyocytes meurent entre E12,5 et E15,5 en raison de défauts de prolifération, de différenciation des cardiomyocytes et d’une apoptose accrue associés à une absence de septation inter-ventriculaire et de compaction du myocarde (Qi et al., 2007; Song et al., 2007). Dans une autre étude, l’inactivation conditionnelle de Smad 4 induite dans les cardiomyocytes par le promoteur (MHC (( Myosin Heavy Chain), qui ne s’exprime massivement dans le myocarde ventriculaire de la souris qu’après la naissance, n’est pas létale, mais induit à l’âge adulte une hypertrophie et une insuffisance cardiaque (Wang et al., 2005). Enfin, l’invalidation de Smad 6 produit une hyperplasie des valves (Galvin et al., 2000).

Objectif de travail

Dans le système cardiovasculaire, les CMLv sont les principaux constituants cellulaires de la paroi vasculaire. Elles interviennent dans des processus aussi bien physiologiques que pathologiques. L’activité fonctionnelle de ces cellules au sein de la paroi vasculaire est sujette à des régulations par divers facteurs de croissance ainsi que par des facteurs hémodynamiques (flux sanguin, pression artérielle). Le TGFß est un des régulateurs importants des nombreuses fonctions biologiques des CMLv. In vitro, la description du rôle du TGFß sur les fonctions des CMLv reste contradictoire (Battegay et al., 1990; Majack, 1987). De même in vivo, la complexité du rôle du TGFß dans le système vasculaire reste encore l’objet de controverses du fait de ses effets contradictoires dans l’athérosclérose, l’hypertension et la fibrose (Bobik, 2006; Redondo et al., 2007). Pour ces raisons, il est donc nécessaire d’une part de comprendre les mécanismes reponsables des effets opposés exercés par le TGFß sur les CMLv et d’autre part d’établir un modèle animal qui permette d'apprécier l'impact de la voie de signalisation du TGFß sur le composant cellulaire majeur de la paroi vasculaire, les CMLv. C’est pourquoi, notre travail au laboratoire a consisté à élucider le rôle du TGFß sur la physiopathologie des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLv) sur un modèle cellulaire in vitro et sur des souris transgéniques dans lesquelles la voie de signalisation du TGFß est invalidée dans le système cardiovasculaire.
In vitro, nous nous sommes intéressés à l’effet du TGFß sur la croissance des CMLv, qui est un des paramètres essentiels dans le développement de pathologies cardiovasculaires comme l'athérosclérose, la resténose et l'hypertension. Depuis les années 80, le TGFß est connu pour ses effets contradictoires sur la croissance des CMLv en fonction de leur densité cellulaire mais jusqu’à aujourd'hui les données de la littérature ne permettent pas d’expliquer clairement ce phénomène. La première partie de cette thèse a pour objet de comprendre les mécanismes permettant au TGFß d’exercer à la fois un rôle d’inhibiteur et d’inducteur de la croissance sur un même type cellulaire en fonction de la densité cellulaire. Afin de comprendre ce rôle bifonctionel du TGFß, nous avons analysé la croissance de la lignée CMLv V8 en la décomposant en ses deux volets, la prolifération et l’apoptose, dans lesquels le TGFß est fortement impliqué. Le bilan des effets sur la prolifération et l’apoptose reflète l’effet net du TGFß sur la croissance cellulaire. Pour cette raison, la prolifération cellulaire et l’apoptose ont été systématiquement étudiées en fonction de densités cellulaires croissantes en présence et en absence de TGFß. Ensuite, dans le but de déterminer si les effets exercés par le TGFß sur les CMLv sont Smad dépendants ou pas, nous avons établi à partir de notre lignée CMLv V8 des clones surexprimant des médiateurs intracellulaires du TGFß (Smad 3 et Smad 2) sous forme fonctionnelle ou mutée pour déterminer leur degré d’implication dans l’effet du TGFß sur la prolifération, l’apoptose et la différenciation. Dans cette partie in vitro, nous avons aussi abordé l'interaction entre le TGFß et le système rénine-angiotensine tissulaire (SAt). En effet, au niveau du système cardiovasculaire, un grand nombre de données a souligné des interactions étroites entre ces deux systèmes dans différentes situations pathologiques telles que l’hypertension, l’infarctus et la fibrose. Cette interaction a été largement étudiée dans le sens des effets de l’Ang II sur le système TGFß et montre l’implication du TGFß comme médiateur des effets de l’Ang II sur la prolifération, l’apoptose et la production de la matrice extracellulaire. Une partie de ce travail in vitro a donc été consacrée à élucider le rôle du TGFß sur l’un des composants essentiels du SAt, le récepteur de type 1 de l’Ang II (R-AT1) qui est le médiateur principal des effets relayés par l’Ang II. 

In vivo, le TGFß a une importance cruciale dans le système vasculaire au cours du développement embryonnaire dans les processus de vasculogénèse et d’angiogénèse ainsi qu’à l’âge adulte dans le cas du remodelage vasculaire physiologique ou pathologique. Les mécanismes par lesquels le TGFß intervient et quel type cellulaire est le plus impliqué dans ces phénomènes restent encore mal connus. Les expériences d’invalidation génique par knock-out classique visant des éléments de la voie de signalisation du TGFß entraînent dans la majorité des cas une létalité embryonnaire par inactivation de ces éléments dans toutes les cellules, ce qui empêche, du fait du caractère ubiquitaire de l'expression à la fois des TGFß et de leurs récepteurs et la multiplicité des effets de ce facteur de croissance, d'identifier le ou les types cellulaires responsables des anomalies observées. Afin de préciser le rôle de ce facteur au niveau du système cardiovasculaire, nous avons ciblé ses constituants essentiels, les CMLv et les cardiomyocytes. Cette étude in vivo sur un modèle de souris transgéniques nous a permis de préciser le rôle du TGFß dans le système cardiovasculaire.
V- RESULTATS ET DISCUSSIONS
V.1- Partie In vitro
La première partie des résultats de ce mémoire concerne les effets du TGFß sur la lignée de CMLv (Blaes et al., 1991; Zibara et al., 1999). Cette lignée de CMLv d'aorte de rat adulte (CMLv, clone V8), isolée dans le laboratoire, a été établie spontanément. Le choix de cette lignée repose sur le fait qu'elle partage de nombreuses propriétés avec les CMLv de phénotype synthétique (forme épithéloïde, capacité proliférative élevée même en milieu pauvre en sérum, maintien de l’expression du marqueur spécifique des cellules musculaires lisses, l'α-actine). De plus, l’avantage de cette lignée par rapport aux cultures primaires de CMLv est qu’elle maintient toujours une stabilité phénotypique des cellules au cours des passages. La lignée CMLv V8 représente donc un modèle particulièrement adapté à l’étude des fonctions biologiques des CMLv comme la croissance et la différenciation cellulaire (Blaes et al., 1991). L’ensemble des résultats in vitro est rapporté en trois parties.

La première est la plus conséquente et concerne les effets du TGFß sur la prolifération et l'apoptose de la lignée de CMLv V8. Ces résultats font l'objet d'un article accepté à "Journal of Vascular Research" dont nous reproduisons le manuscrit. Ils montrent que le TGFß contrôle la prolifération et l’apoptose de ce modèle cellulaire par des mécanismes non conventionnels de régulation des protéines du cycle cellulaire et de la voie de survie PI3 Kinase/Akt. La discussion détaillée de cet effet bimodal du TGFß suit cette partie.  
Les parties 2 et 3 sont précédées par l’exposé des matériels et méthodes les concernant. Ces 2 parties rapportent des résultats préliminaires particulièrement intéressants sur les effets biologiques du TGFß, chaque partie étant accompagnée par sa propre discussion.
La partie 2 est un complément mécanistique de la partie 1. Elle montre quelle est l'implication de Smad 3 sur l'apoptose, la prolifération et la différenciation de clones stables de CMLv V8 surexprimant la forme fonctionnelle ou mutée de Smad 3.

La partie 3, enfin, aborde sous un angle original comment la voie de signalisation du TGFß régule l'élément central du système angiotensine tissulaire (SAt), le récepteur de type 1 de l’Ang II (R-AT1). Ces résultats suggèrent que le TGFß exerce une boucle de régulation négative sur le SAt des CMLv V8 par une inhibition transcriptionnelle de l'expression du R-AT1.

V.1.1- Partie I : Article n°1

The density-dependent shift of Transforming Growth Factor-beta1 (TGF-ß1) from inhibition to stimulation of vascular smooth muscle cells (vSMC) growth is based on unconventional regulation of proliferation, apoptosis and contact inhibition.

V.1.1.1- Discussion partie I 
L’effet bimodal du TGFß sur la croissance des CMLv
L'intérêt porté à l’étude de la croissance des CMLv découle du fait que la stimulation du taux de croissance des CMLv est associée au développement des nombreuses pathologies vasculaires telles que l’athérosclérose, l’hypertension et la resténose. D'autre part, le TGFß exerce des effets complexes sur la croissance des CMLv. Il peut avoir un rôle inhibiteur ou stimulant sur ces cellules en fonction de leur origine, de la dose de TGFß utilisée (Battegay et al., 1990), de la durée du traitement (Black et al., 1996), de l'interaction avec des facteurs de croissance associés (Ko et al., 1993) et des conditions de culture comme la densité cellulaire et l’environnement matriciel (Madri et al., 1988; Majack, 1987). 

Dans le cadre de ce travail de thèse, nous nous sommes focalisés sur la recherche des mécanismes par lesquels le TGFß régule d’une façon opposée la croissance des CMLv en fonction de la densité des cellules. Bien que certains travaux se soient intéressés à cet effet bimodal du TGFß sur la croissance des CMLv, la réponse à cette question n’est toujours pas établie. En effet, depuis les années 80, deux hypothèses ont été proposées pour expliquer cet effet bifonctionnel du TGFß. Les premiers travaux ont montré que, selon la densité cellulaire, les sous-types du récepteur du TGFß sont différentiellement exprimés (Goodman and Majack, 1989). Cette hypothèse basée sur l’expression des récepteurs n’a pas reçu beaucoup d'attention depuis. D’autres travaux ont suggéré que l’effet stimulant du TGFß sur la prolifération observé à forte densité est un effet indirect via une boucle de régulation autocrine par le PDGF-A (Majack et al., 1990). Cette hypothèse est loin d’expliquer la totalité de l'effet stimulant du TGFß puisque l’utilisation des anticorps immunoneutralisants anti PDGF-A ne bloque que de 10 à 40 % l'effet induit par le TGFß sur la prolifération (Stouffer and Owens, 1994). Donc, les mécanismes responsables du caractère bifonctionel du TGFß sur la croissance des CMLv restent toujours inexpliqués. Pour comprendre ce phénomène et essayer d’expliquer comment le TGFß, lorsque la densité des cellules augmente, passe d’un effet inhibiteur à un effet stimulant sur la croissance des CMLv, nous avons analysé la croissance des CMLv en la décomposant en ses deux volets, la prolifération et l’apoptose, dans lesquels le TGFß est fortement impliqué. Ces deux paramètres ont été systématiquement analysés en parallèle, en fonction de densités cellulaires croissantes de CMLv.

Dans les CMLv contrôles en absence de TGFß, le nombre de cellules recueillies au jour 3 (J3), augmente avec la densité d’ensemencement jusqu’à ce que les cellules atteignent un plateau (densité maximale atteinte 0,8 x106/puits) où les cellules sont à confluence. A cette densité les cellules rentrent en état de quiescence due à l’inhibition de contact. Ce type de croissance est observé dans la plupart des modèles de cellules non transformées. En parfaite concordance avec l’allure de la courbe de croissance, la synthèse d’ADN et le pourcentage des cellules en phase S diminuent rapidement quand la densité des cellules augmente et se maintiennent à un niveau négligeable à confluence. Dans ces cellules contrôles, la variation de l’expression des protéines du cycle cellulaire en fonction de la densité cellulaire explique bien la cinétique de croissance cellulaire ainsi que le phénomène d’inhibition de contact. A faible densité cellulaire, le taux d’expression élevé de cycline E et les taux faibles de p27 et p15 vont dans le sens de l’activation des complexes cyclines/CDK de la phase G1 (cycline E/CDK2 et cycline D /CDK4/CDK6) puisque la protéine Rétinoblastome (pRb) est principalement sous la forme hyperphosphorylée qui permet aux cellules de progresser dans la phase G1 et de rentrer en phase S. Au contraire, à forte densité, le niveau très bas de cycline E et le taux élevé des inhibiteurs des complexes cyclines/CDK, p27 et p15, maintiennent pRb sous sa forme hypophosphorylée active qui arrête les cellules en phase G1. 

En présence de TGFß, la cinétique de croissance des CMLv est profondément modifiée comme l'illustre l’allure de la courbe de croissance. 

En présence de TGFß, le nombre de cellules recueillies à J3 augmente constamment quelle que soit la densité d’ensemencement. En comparaison des cellules contrôles, le TGFß inhibe la croissance des CMLv à faible densité cellulaire alors qu’il la stimule à forte densité. Le fait le plus remarquable dans cette étude de croissance des CMLv est que l'augmentation du nombre de cellules se maintient même à des densités auxquelles les cellules contrôles sont à quiescence. Il faut en conclure que le TGFß est capable de lever l’inhibition de contact et permet aux cellules d’atteindre des densités post-confluentes au delà de la densité maximale atteinte par les cellules contrôles. Par rapport aux cellules contrôles, le TGFß est donc un régulateur bifonctionnel densité-dépendant de la croissance des CMLv V8. Nos résultats obtenus sur la lignée de CMLv V8 confirment les travaux antérieurs (Goodman and Majack, 1989; Majack, 1987; Majack et al., 1990) montrant, sur des cultures primaires de CMLv, l’effet bimodal du TGFß.

L’étude de la prolifération cellulaire montre que le TGFß impose aux CMLv V8 d’une façon étonnante et inattendue un niveau de prolifération moyen et constant quelle que soit la densité cellulaire étudiée. Ceci a été démontré par trois méthodes différentes de mesure de prolifération : i) la mesure de l’incorporation de la thymidine tritiée qui montre que le niveau de synthèse d’ADN est toujours constant, ii) l’analyse du cycle cellulaire qui montre que le pourcentage des cellules en phase S reste constant et iii) l'étude de l’état de phosphorylation de pRb qui montre un niveau constant de sa phosphorylation. Les cellules traitées au TGFß prolifèrent lentement mais à un rythme toujours stable indépendamment de la densité, ce qui fait que ce niveau de multiplication imposé par le TGFß est plus faible que celui des cellules contrôles à faible densité alors qu’il est plus fort que celui des cellules contrôles à forte densité. De plus, le TGFß est capable de lever l’inhibition de contact qui provoque la quiescence des cellules contrôles.

Pour comprendre les mécanismes moléculaires par lesquels le TGFß impose un niveau constant de prolifération, une analyse du cycle cellulaire a déterminé à quelle phase du cycle le TGFß intervient. Nous avons montré que le TGFß maintient un pourcentage constant  de cellules en phase S en agissant sur la progression des cellules dans la phase G1 et/ou en contrôlant la transition G1/S. Au niveau moléculaire, l’étude systématique de l'expression des protéines régulatrices spécifiques de la phase G1 précoce (cycline D1 et p15) et de la phase G1 tardive (cycline E et p27) ainsi que l'état de phosphorylation du substrat majeur des complexes cyclines/CDK de la phase G1, pRb, en fonction de densités cellulaires croissantes montre que le TGFß régule d’une façon non conventionnelle ces protéines. Dans des cellules habituellement prises comme modèles de l’effet inhibiteur du TGFß sur la prolifération, les cellules épithéliales, l’augmentation des CDKI p15 et p27 et la diminution de la cycline D1 et de la cycline E sont considérées comme des évènements essentiels dans l’effet cytostatique du TGFß. Dans notre modèle de CMLv, d’une façon surprenante, le TGFß n'exerce, par rapport aux cellules contrôles, aucun effet sur l'expression de p15 et la cycline D1 et il régule paradoxalement l’expression des protéines de la phase G1 tardive (cycline E et p27) et la phosphorylation de la protéine pRb. En effet, le TGFß impose un niveau de p27 bas et constant quelle que soit la densité en empêchant l’augmentation de son expression par rapport aux cellules contrôles. Pour la cycline E, quelle que soit la densité, le TGFß stimule d’une façon elle aussi très inattendue l’expression de cette protéine qui est toujours en excès relatif dans les cellules traitées par rapport aux cellules contrôles. Au niveau de pRb, le TGFß impose un niveau de phosphorylation constant de pRb tout en maintenant le rapport ppRb/pRb inchangé quelle que soit la densité cellulaire. Ces résultats obtenus sur la régulation des protéines du cycle cellulaire par le TGFß nous ont permis de déterminer des cibles moléculaires importantes du TGFß dans son effet sur la prolifération. En effet, la constance de l’expression de p27 et du degré de phosphorylation de pRb explique bien le taux de prolifération stable observé en présence de TGFß indépendamment de la densité cellulaire. De plus, nos résultats nous fournissent des indices rationnels relatifs au mécanisme permettant aux cellules en réponse au TGFß d’échapper à l’inhibition de contact et de réintégrer le cycle cellulaire en les libérant de la quiescence. En effet, le niveau bas de p27, le niveau élevé de cycline E et la phosphorylation importante de pRb observés dans les cellules à forte densité traitées par le TGFß impliquent ces protéines comme des médiateurs de l’échappement à l’inhibition de contact induit par le TGFß. Notons que p27 est un des marqueurs importants de l’état de prolifération des cellules, la surexpression de cette protéine p27 est l’une des caractéristiques de la quiescence cellulaire induite par la déprivation de sérum et l’inhibition de contact (Malumbres and Barbacid, 2001). Dans notre travail, nous démontrons que l’accumulation de la protéine p27 observée dans les cellules contrôles au fur et à mesure que la densité cellulaire augmente est inhibée par le TGFß. Ceci suggère fortement que, dans les cellules confluentes, le TGFß en diminuant l’expression de p27 prévient l’entrée des cellules en quiescence et favorise leur prolifération. Ce mécanisme de régulation est aussi observé dans des fibroblastes C3H 10T1/2 confluents où le TGFß stimule aussi la prolifération (Ravitz et al., 1995). D’une façon intéressante dans ces cellules, une diminution de l’expression de p27 et une augmentation de l’activité du complexe cycline E/CDK2 sont observées en réponse au TGFß.

En plus de la prolifération, l’apoptose est également impliquée dans le phénomène de la croissance cellulaire. Notre étude fournit des résultats originaux sur la contribution de l’effet apoptotique du TGFß à son effet bifonctionnel sur la croissance des CMLv. L’étude de l’apoptose dans notre modèle cellulaire nous a permis de définir une caractéristique des CMLv V8 qui n’avait jamais été décrite antérieurement. En effet, cette lignée à l’état basal est résistante à l’apoptose induite par la déprivation en sérum. Ceci est dû à l’activité basale élevée de la voie de PI3 Kinase, la voie de survie principale dans la cellule. L’activation de cette voie conduit à la protection des cellules contre l’apoptose (Kulik et al., 1997; Parrizas et al., 1997). Dans les CMLv contrôles, quelle que soit leur densité, l’apoptose est négligeable et n’intervient pas dans la régulation de la croissance de ces cellules. Par contre dans les CMLv traitées au TGFß, l'activité apoptotique est inversement corrélée à la densité cellulaire. Le TGFß augmente fortement aussi bien l’activité de la caspase-3 que l’expression de sa forme active à des faibles densités cellulaires. Une telle activation de la caspase-3 sous l’effet du TGFß a été antérieurement décrite dans différents modèles cellulaires (Bailey et al., 2004; Kolek et al., 2001; Solovyan and Keski-Oja, 2006). Ensuite, cette activité apoptotique diminue au fur et à mesure que la densité augmente jusqu'à ce qu'elle devienne négligeable comme dans les cellules contrôles. Nous en concluons qu’à fortes densités cellulaires, le TGFß perd complètement son effet apoptotique. La régulation de l’activité apoptotique du TGFß par la densité cellulaire a été aussi montrée par l’équipe du Dr. Valette A (Mathieu et al., 1995). Cette régulation différentielle de l’apoptose participe également à la dualité d’effet du TGFß sur la croissance puisque, à faible densité cellulaire, un taux d’apoptose élevé associé à un niveau de prolifération faible accentue l’inhibition de la croissance des CMLv. Cependant à forte densité, la suppression de l’effet apoptotique et le maintien du niveau de prolifération dans les cellules traitées au TGFß contribuent à la stimulation de la croissance des CMLv. 

Dans nos CMLv, il est tout à fait remarquable que l’activité apoptotique du TGFß soit inversement proportionnelle à l’activité de la voie de survie PI3 Kinase. Dans les CMLv à faible densité, l’apoptose induite par le TGFß est liée à l’inhibition de l’activité de la voie de PI3 Kinase/Akt. Ces résultats sont en accord avec d’autres travaux qui montrent que le TGFß induit l’apoptose en inhibant la voie PI3 Kinase/Akt dans des cellules hématopoïétiques (Valderrama-Carvajal et al., 2002) et dans les cellules épithéliales mammaires (Bailey et al., 2004). Contrairement à ce qui est observé à faible densité cellulaire, à forte densité, le TGFß stimule l’activation de la voie de survie, ce qui va dans le même sens que la perte de son effet apoptotique à cette même densité. Nos résultats suggèrent fortement qu’une interaction entre la voie de la PI3 Kinase et la voie du TGFß pourrait être à l’origine de la perte de l’effet apoptotique du TGFß. De nombreuses études ont en effet montré qu’une suractivité de la voie PI3 Kinase/Akt est à l’origine de la protection des cellules contre l’effet apoptotique du TGFß (Chen et al., 1998; Conery et al., 2004; Lin et al., 2007; Remy et al., 2004). Ces travaux ont montré qu’une interaction physique entre un composant de la voie de la PI3 Kinase, l’Akt active, et Smad 3 est capable d’inhiber l’activité apoptotique du TGFß (Conery et al., 2004; Remy et al., 2004). 

La question qui découle de ces résultats est de savoir comment l'activité de la voie PI3 Kinase est modulée différemment par le TGFß selon la densité cellulaire, c'est à dire comment l’inhibition de la PI3 Kinase observée à faible densité cellulaire se transforme en une activation à forte densité. A faible densité, l’inhibition de l’activité PI3 Kinase/Akt est sans doute liée à l’effet apoptotique du TGFß  (Solovyan and Keski-Oja, 2006; Valderrama-Carvajal et al., 2002). Dans les CMLv V8, par quel mécanisme le niveau d’activation de PI3 Kinase à forte densité devient-il plus élevé qu’à faible densité? Très vraisemblablement, le mécanisme repose sur l'augmentation des contacts cellule-cellule qui facilitent les voies de signalisation de deux molécules d’adhésion intercellulaire, la ß-caténine/N-cadhérine et Notch. Ces deux voies peuvent activer la voie PI3 Kinase (Koutsouki et al., 2005; Wang et al., 2003). A forte densité cellulaire, le TGFß stimule la croissance des CMLv ce qui va permettre aux cellules d’atteindre des densités post-confluentes qui favorisent les contacts cellule-cellule et permettent une stimulation de la voie PI3 Kinase plus forte que celle observée dans les cellules contrôles même confluentes. De plus, des travaux ont montré que le TGFß stimule l’expression d'éléments impliqués dans la signalisation intercellulaire des voies ß-caténine/N-cadhérine et Notch (Nakajima et al., 2004; Zavadil et al., 2004). Dans des CMLv en particulier, la surexpression de HRT1 une cible intracellulaire directe de la voie de Notch, entraîne une résistance de ces cellules à l’apoptose en raison d’une augmentation de l’activité de la voie de PI3 Kinase (Wang et al., 2003).

Les mécanismes de contrôle de la prolifération décrits in vitro sur le modèle des CMLv V8 qui partagent beaucoup des caractéristiques des CMLv de phénotype synthétique présentent une certaine pertinence pour comprendre les mécanismes par lesquels le TGFß est capable de stimuler la prolifération des CMLv in vivo au sein de la paroi artérielle. De nombreux travaux ont montré que le TGFß est associé à la prolifération néointimale des CMLv. Sur des modèles animaux, le traitement par le TGFß de rats ayant une lésion néointimale préexistante (Majesky et al., 1991) ou la surexpression du TGFß par transfert de gène dans une paroi artérielle saine chez le porc augmente la prolifération des CMLv dans l’intima et la média (Nabel et al., 1993). Par contre, un blocage in vivo de la signalisation du TGFß par des anticorps immunoneutralisants (Wolf et al., 1994), par la forme soluble du récepteur de type II (Kingston et al., 2001) ou par des ribozymes spécifiques (Yamamoto et al., 2000) réduit la prolifération des CMLv après une lésion artérielle au ballonnet. Outre cet effet prolifératif, il a été observé que le TGFß n’induit pas l’apoptose mais au contraire favorise la survie des CMLv dans les lésions vasculaires (Schulick et al., 1998). D’une façon intéressante, nos résultats établis sur des CMLv confluentes in vitro s'accordent bien avec ces travaux in vivo dans la mesure où l’état de confluence in vitro s'apparente à la situation des CMLv in vivo au sein de la média. En effet, le niveau bas de p27, le niveau élevé de cycline E, la phosphorylation importante de pRb, la levée de l’inhibition de contact, l’absence d’apoptose et la stimulation de la voie de survie sont les mécanismes induits par le TGFß pour stimuler la croissance des CMLv V8 à forte densité. La plupart de ces régulations induites par le TGFß dans notre modèle cellulaire sont retrouvées in vivo en cas de prolifération des CMLv au sein de la paroi artérielle. Après une lésion de la paroi artérielle au ballonnet, une diminution dramatique de p27 se produit d’une façon simultanée à la réponse proliférative initiale des CMLv, et a contrario, l’expression ectopique de p27 dans les CMLv réduit la prolifération néointimale post-lésionnelle (Chen et al., 1997a; Tanner et al., 2000). La même cohérence est observée pour la cycline E dont l'expression, qui est à peine détectable dans la paroi des artères saines, augmente fortement en cas de prolifération néointimale (O'Sullivan et al., 2003). Or, la diminution de p27 et l’augmentation de la cycline E semblent être les paramètres principaux de l’échappement à l’état de quiescence et de réentrée dans le cycle cellulaire que notre travail a mis en évidence.
Après avoir montré que le TGFß avait un rôle déterminant sur la prolifération et l’apoptose des CMLv par son contrôle sur les protéines du cycle cellulaire et la caspase-3, il restait à établir si ces effets étaient attribuables ou non aux médiateurs intracellulaires principaux de la voie de signalisation du TGFß, les Smad 2 et 3.
V.1.2- Partie II : Implication des Smad dans les effets exercés par le TGFß sur la prolifération, l’apoptose et la différenciation des CMLv
V.1.2.1- Objectif 
L’effet du TGFß sur les fonctions biologiques des CMLv peut être dépendant ou indépendant des protéines Smad. Laquelle de ces 2 voies est responsable des différents effets du TGFß est une question très débattue. Aujourd’hui il est établi que l’implication des Smad dans les effets biologiques du TGFß n’est pas universelle, elle dépend non seulement du type cellulaire mais aussi de l’effet biologique exercé. Au niveau de la prolifération, dans certains types cellulaires comme les cellules épithéliales et les lymphocytes, les Smad sont considérées comme les médiateurs principaux de l’effet antiprolifératif du TGFß par la régulation qu’elles exercent sur l’expression des gènes impliqués dans l’effet cytostatique du TGFß (p15, c-myc, p21) (Datto et al., 1999; Kretschmer et al., 2003; Liu et al., 1997a). Par contre, dans d’autres types cellulaires tels que les CMLv ou les fibroblastes, l’implication des Smad dans l’effet du TGFß sur la prolifération reste encore l’objet de controverses. D’une part, des études montrent que Smad 3 est impliquée mais partiellement dans l’effet inhibiteur du TGFß. D’autre part, d’autres études impliquent principalement des voies indépendantes des Smad telles que la voie des MAP kinases dans l’effet inhibiteur du TGFß (Kobayashi et al., 2005; Seay et al., 2005). De même pour l’apoptose et la différenciation, l’implication des Smad mérite d’être explorée dans ces CMLv puisque selon le type cellulaire le TGFß est capable d’induire ses effets sur l’apoptose et la différenciation soit par des voies Smad dépendantes soit par des voies Smad indépendantes (Perlman et al., 2001; Yu et al., 2008). 

Dans le but de déterminer si les effets exercés par le TGFß sur les CMLv sont Smad dépendants ou pas, nous avons établi à partir de notre lignée CMLv V8 des clones surexprimant des médiateurs intracellulaires du TGFß (Smad 3 et Smad 2) sous forme fonctionnelle, pour amplifier leur signal, ou sous forme mutée, pour invalider sélectivement leur signal. Ces clones nous ont permis de déterminer le degré d’implication de ces Smad dans l’effet du TGFß sur la prolifération, l’apoptose et la différenciation. Le travail de cette partie a été réalisé uniquement à de faibles densités cellulaires où le TGFß est connu pour son effet inhibiteur sur la prolifération cellulaire (150 x103 cellules ensemencées/puits). Ce choix a été fait pour s’affranchir du paramètre de la densité cellulaire qui joue un rôle important dans la régulation des effets du TGFß sur les CMLv comme cela a été montré précédemment. 

V.1.2.2- Démarche expérimentale
V.1.2.2.1- Etablissement de clones stables

Les vecteurs utilisés

Les séquences codant pour Smad 2 ou Smad 3 normales ou mutées ont été insérées dans le vecteur PCMV5B sous le contrôle du promoteur ubiquitaire du cytomégalovirus (don du Dr. J. Wrana) et ont été étiquetées à leur extrémité N-terminale (c-myc pour Smad 3 normale ou mutée et Flag pour Smad 2 normale ou mutée). Pour les formes mutées des Smad, les 2 sérines 465 et 467 de Smad 2 et les 3 sérines 421, 422 et 424 de Smad 3 sont substituées par des alanines dans la séquence de phosphorylation SSXS. Par conséquent, elles ne peuvent plus être phosphorylées par le TßRI et, si elles sont surexprimées, le signal du TGFß passant par elles est bloqué.

Transfection cellulaire

Les plasmides contenant les gènes d’intérêt sont transfectés dans les cellules par la lipofectamine plus (Invitrogen). La lipofectamine est constituée de liposomes polycationiques qui se fixent sur l'ADN à intégrer (chargé négativement). Des complexes liposomes-ADN (chargés positivement à l'extérieur) se forment et se fixent sur la membrane des cellules (chargée négativement). Ces complexes pénètrent dans les cellules par endocytose. La tranfection est réalisée pendant 3 heures à 37°C dans un  milieu sans antibiotiques ni sérum en suivant les directives du protocole données par le fournisseur. A la fin de la transfection, les cellules sont rincées deux fois avec du PBS et puis sont incubées pendant 48 heures dans du milieu de culture contenant 10% de sérum SVF, avant de commencer à sélectionner les cellules ayant intégré le gène d’intérêt.

Principe de sélection des clones stables

Pour établir des clones stables, les cellules CMLv V8 sauvages (WT) sont co-transfectées avec un plasmide portant le gène d’intérêt et un deuxième plasmide portant le gène de résistance à l’hygromycine dans les proportions 5/1 respectivement. Ceci afin d’augmenter la probabilité que les cellules résistantes à l'hygromycine aient intégré le gène d’intérêt (Smad 3 normale, Smad 3 mutée, Smad 2 normale ou Smad 2 mutée) dans leur génome.

D’abord une évaluation de la toxicité de l’antibiotique de sélection, l’hygromycine, sur des cellules WT est nécessaire pour déterminer la concentration minimale d’antibiotique à utiliser, capable d’éliminer toutes les cellules n’ayant pas intégré le vecteur portant la résistance à l’antibiotique. Après une semaine de traitement utilisant une gamme de concentration de l’hygromycine (de 10 µg/ml à 1000 µg/ml), les cellules survivantes sont dénombrées. La concentration d’antibiotique sélectionnée est (125 (g/ml) celle qui au bout de 8 jours entraîne la mort de toutes les cellules n’ayant pas intégré le gène de résistance à l’hygromycine.

48 heures après la transfection, les CMLv transfectées avec le plasmide du gène d’intérêt et le plasmide de sélection sont traitées avec la dose de sélection d'hygromycine (125 (g/ml) pendant environ 12 jours, puis la dose est diminuée de moitié (concentration d’entretien) et est maintenue par la suite tout au long de la culture. Les clones qui sont résistants à l'hygromycine sont ensuite sélectionnés par western blot afin de déterminer s’ils ont intégré le gène d'intérêt dans leur génome et surtout s’ils l'expriment.
V.1.2.2.2- Immunocytochimie

Les cellules sont ensemencées dans des chambres de culture de type Lab-Tek à 8 puits (50 000 cellules/puits) dans le milieu 10% SVF. 24 heures après, les cellules sont traitées ou non par du TGF(1 (2,5 ng/ml) dans le milieu 1% SVF pendant 1 heure et demie. Les cellules sont rincées par du PBS et fixées 1 heure par du paraformaldéhyde à 1% dans du PBS. Les membranes cellulaires sont ensuite perméabilisées par une solution de PBS contenant 0,25 % de Triton X-100 et 3 % de sérum de cheval. Le sérum permet de bloquer les sites de fixation non spécifique des anticorps. Les cellules sont incubées avec l'anticorps monoclonal anti-cmyc (IgG de souris) dilué au 1/200 pendant une nuit à 4°C. Après trois rinçages au PBS, les cellules sont incubées avec l'anticorps secondaire (anti-IgG de souris) couplé à l'Alexa fluor 488 dilué au 1/200 pendant 1 heure et demie à température ambiante. Enfin les cellules sont rincées deux fois par du PBS et sont observées sur un microscope équipé en épifluorescence.
V.1.2.2.3- Test d’activité de la luciférase

Ce test est utilisé pour évaluer l’activité et l’amplitude de l’effet transcriptionel d’un facteur donné. Dans notre cas pour tester la fonctionnalité des clones stables, nous avons transfecté à nouveau ces cellules de façon transitoire pendant 48 heures avec le vecteur P(CAGA)12MLP-Luc contenant des éléments de réponse aux Smad suivis par le gène de la luciférase. Ce vecteur nous a été donné par le Dr. JM. Gauthier (Dennler et al., 1998). Cette construction permet de rendre compte de l’effet des complexes Smad 3/Smad 4, induits par le TGFß, qui peuvent se fixer directement sur l’élément AGCCAGACA du promoteur PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1). Cet élément est appelé CAGA box. 12 CAGA box ont été insérés en amont du promoteur minimal MLP (adenovirus Major Late Promoter) qui induit l’expression de la luciférase. Le gène codant pour la luciférase est un gène rapporteur. Après transfection avec le vecteur P(CAGA)12MLP-Luc, les cellules sont traitées ou non par le TGFß1 (1 ng/ml) pendant les 20 dernières heures de la transfection. Puis, les cellules sont rincées et lysées par le tampon du kit luciférase (Promega). Les lysats cellulaires sont récupérés et le dosage de la luciférase est effectué selon les instructions du kit. La réaction catalysée par la luciférase est l'oxydation d'un substrat spécifique, la luciférine de scarabée, avec la production concomitante d'un photon. Le flash de lumière généré par la réaction enzyme-substrat est mesuré avec un luminomètre (Tuner Design). Cette construction très sensible au TGFß1 permet de détecter les variations du signal induites par le TGFß1, qui sont médiées par Smad 3, en dosant l'activité de la luciférase.
V.1.2.2.4- Mesure de l’apoptose par coloration de Hoechst
Les cellules sont cultivées pendant 3 jours dans un milieu 1% SVF en présence ou en absence de TGF(1 (1 ng/ml). Chaque condition est dupliquée. A la fin de l'expérience les cellules sont rincées avec du PBS. Les cellules sont ensuite fixées avec du paraformaldéhyde à 4% dans du PBS pendant 10 minutes. Après trois lavages au PBS, les cellules sont incubées avec 1 ml de l’intercalant Hoechst 33342 dilué au 1/10 000ème dans du PBS. Cet intercalant fluorescent se fixe sur l'ADN et permet de visualiser la chromatine. Au bout de 15 minutes, les noyaux des cellules sont observés au microscope équipé en épifluorescence de filtres adaptés au fluorophore Hoechst (( max d'excitation: 367/399 nm, ( max  d'émission: 420 nm). On observe dans chaque puits une quinzaine de champs pris au hasard et sur chaque champ on compte le nombre total de noyaux et le nombre de noyaux apoptotiques. Les résultats sont exprimés en pourcentage des cellules apoptotiques par rapport aux cellules normales.
Les techniques concernant le Western Blot, les tests de prolifération cellulaire (comptage cellulaire et mesure de l’incorporation de la thymidine tritiée) et la mesure de l’activité caspase-3 sont décrites dans la partie «Materials and methods» de l’article n°1.
V.1.2.3- Résultats

V.1.2.3.1- Sélection des clones 

Etant donné que les cellules WT sont co-transfectées avec deux plasmides, le premier portant le gène d’intérêt et le deuxième portant le gène de résistance à l’hygromycine dans les proportions 5/1 respectivement, il existe une grande probabilité pour que les cellules résistantes à l'hygromycine aient intégré le gène d’intérêt (Smad 3 normale, Smad 3 muté, Smad 2 normale et Smad 2 muté). Afin de sélectionner les clones qui ont intégré le gène d’intérêt, les clones résistants à l'hygromycine ont été analysés par western blot soit avec l'anticorps anti-Smad 3 pour les clones exprimant la forme exogène de Smad 3 normale ou mutée transfectée (82 clones testés) (Figure 1-A), soit avec un anticorps anti-Flag dirigé contre l’étiquette Flag de Smad 2 exogène normale ou mutée introduite par transfection (70 clones testés) (Figure 1-B). Les cellules WT servent de témoin négatif. Pour l’anticorps anti-Smad 3, la quantité de Smad 3 endogène n'est pas détectable dans les cellules WT et pour l’anticorps anti-Flag, la Smad 2 endogène présente dans les cellules WT n'est pas étiquetée par l’épitope Flag. Plusieurs clones ont été sélectionnés surexprimant la forme normale ou mutée de Smad 2 ou de Smad 3. Il est à noter que l’expression des clones Smad 3 est bien plus importante que celle des clones Smad 2. Cela ne se voit pas sur la Figure 1, car les blots Smad 2 et Smad 3 n’ayant pas été réalisés en même temps, ils n’ont pas été mis en impression pendant un temps identique. Pour les clones Smad 2, nous avons été confrontés à des problèmes d’hétérogénéité entre les clones, et la non reproductibilité de nos résultats ne nous permet pas d’introduire les résultats obtenus sur ces clones dans ce mémoire. Nous nous sommes focalisés sur les clones Smad 3. Nous avons travaillé principalement sur les clones dont la surexpression est la plus forte, le clone S3 37 pour les cellules qui surexpriment la forme normale de Smad 3 et le clone S3 M27 pour celles qui surexpriment la forme mutée de Smad 3. Les expériences réalisées sur S3 37 et S3 M27 ont été également répétées sur d’autres clones pour s’assurer de la reproductibilité de nos résultats et éliminer la possibilité que l’effet observé soit dû à un effet clone.
V.1.2.3.2- Analyse fonctionnelle des clones Smad 3

Etude de la translocation de Smad 3 en présence de TGFß

L’étude de la translocation a été réalisée par une analyse immunocytochimique avec un anticorps anti-c-myc dirigé contre l’étiquette c-myc de la forme transfectée de Smad 3 mutée et normale (Figure 2). Dans le clone S3 37 en absence de TGFß1, la fluorescence de Smad 3 est localisée dans le cytoplasme et non dans le noyau des cellules. Une cinétique montre que, dès 10 minutes de traitement avec 2,5 ng/ml de TGFß1, Smad 3 commence à être transloquée dans le noyau et continue à s'y accumuler jusqu'à 120 minutes, temps auquel la fluorescence se concentre pour l'essentiel dans le noyau des cellules (Figure 2-A). Au contraire, dans le clone S3 M27 on voit que la fluorescence de Smad 3 est toujours concentrée dans le cytoplasme même après le traitement de 120 minutes avec 2,5 ng/ml de TGFß1 (Figure 2-B).

Etude de l'activité luciférase

La transfection du vecteur P(CAGA)12MLP-Luc dont le promoteur contient un multimère de l’élément de réponse à Smad 3 permet de rendre compte de la fonctionnalité de nos constructions (Smad 3 normale et Smad 3 mutée). L'activité luciférase des clones surexprimant Smad 3 normale ou Smad 3 mutée a été comparée à celle des cellules WT et ceci à une dose faible (0,1 ng/ml) et une dose forte (1 ng/ml) de TGFß1 (Figure 3). Dans les cellules WT en réponse à 0,1 et 1 ng/ml de TGFß1, l'activité luciférase augmente de 5,9 et 19,5 fois respectivement. Dans le clone S3 37 surexprimant Smad 3 normale, l'augmentation est de l'ordre de 9,2 et 19,3 fois en réponse à 0,1 et 1 ng/ml de TGF(1 respectivement. Dans le clone S3 M27, l'augmentation est faible, de l'ordre de 1,66 et 2,99 fois en réponse à 0,1 et 1 ng/ml de TGFß1 respectivement.
V.1.2.3.3- Rôle de Smad 3 sur la croissance des CMLv en réponse au TGFß
Les cellules WT et les clones Smad 3 sont cultivés pendant 72 heures en absence ou en présence de TGFß1 (1 ng/ml) dans un milieu 1 % SVF. La croissance des cellules est évaluée par un comptage des cellules à l’aide d’un compteur Coultronic ZBI. La comparaison du niveau de croissance basal des clones S3 37 et S3 M27 par rapport aux cellules WT montre qu’en absence de TGFß1 le niveau de croissance du clone S3 37 est significativement plus faible que celui des cellules WT et du clone S3 M27, ces derniers présentant un taux de croissance comparable. L'ensemble des expériences effectuées (n = 7) montre que le TGFß1 à 1 ng/ml entraîne une diminution d'environ 60 % du nombre de cellules WT (Figure 4). Cette diminution est plus faible dans les clones surexprimant Smad 3 normale ou mutée où elle est de l’ordre de 30 % et 36 % dans le clone S3 37 et S3 M27 respectivement.
V.1.2.3.4- Rôle de Smad 3 dans l’effet apoptotique du TGFß
L’étude réalisée sur l'apoptose a été effectuée en utilisant deux méthodes différentes : 1) par la technique de coloration des noyaux au réactif de Hoechst; 2) par la mesure de l’activité caspase-3. Dans la première méthode, l’observation en épifluorescence des cellules montre que le noyau des cellules normales présente une fluorescence finement réticulée correspondant à une organisation normale de la chromatine à l’intérieur du noyau par contre, dans le noyau des cellules apoptotiques, la chromatine commence à se condenser dans les phases précoces et intermédiaires qui seront suivies par une phase tardive où on voit la fragmentation du noyau (Figure 5-A). La moyenne des résultats obtenus pour 3 expériences indépendantes montre que le TGFß1 à 1 ng/ml augmente l'apoptose de 5,6 et 14 fois dans les cellules WT et dans le clone S3 37 respectivement. Par contre le TGFß1 n'augmente pratiquement pas l'apoptose dans le clone S3 M27 ainsi que dans le clone TßRII-KR dans lequel la signalisation du TGFß est invalidée par surexpression d’un mutant du TßRII à effet dominant négatif (Figure 5-B). Avec la deuxième méthode, les résultats obtenus par le dosage de l’activité caspase-3 sont tout à fait comparables à ceux obtenus par quantification des noyaux apoptotiques. Les résultats des expériences (n=6) (Figure 5-C) montrent que le TGFß1 stimule l'apoptose d'un facteur 7 dans les cellules WT et d’un facteur 16 dans le clone S3 37. Dans le clone S3M 27 ainsi que dans le clone TßRII-KR, le TGFß n'a pratiquement aucun effet sur l'apoptose. 
V.1.2.3.5- Rôle de Smad 3 sur l’effet du TGFß sur la prolifération des CMLv

L’activité mitogénique des cellules est déterminée par la mesure de l’incorporation de la thymidine tritiée rapportée au nombre final de cellules. En absence de TGFß1, le niveau basal de la synthèse d’ADN observé dans le clone S3 37 est deux fois plus faible que dans les cellules WT et le clone S3 M27, ces derniers présentant un niveau comparable d’activité mitotique (Figure 6). Dans les cellules WT, le TGFß1 inhibe fortement l'incorporation de thymidine tritiée. L'ensemble des expériences réalisées (n = 6) montre une moyenne d’inhibition de l’ordre de 70 % par le TGFß1 à 1 ng/ml. Pour le clone S3 M27, le TGFß1 inhibe également l'incorporation de thymidine tritiée mais à un degré moindre que dans les cellules WT. L'ensemble des expériences réalisées (n = 6) montre une moyenne d’inhibition de l’ordre de 32 % à 1 ng/ml de TGFß1. Par contre, dans le clone Smad 3 37, le TGFß stimule légèrement de l’ordre de 28 % l'incorporation de thymidine tritiée (Figure 6).

V.1.2.3.6- Rôle de Smad 3 dans la différenciation des CMLv en réponse au TGFß
Effet sur le phénotype cellulaire

Les cellules WT, le clone S3 37 et le clone S3 M27 sont cultivés en absence ou en présence de 1 ng/ml de TGFß1 dans un milieu 1 % SVF puis sont observés au microscope en contraste de phase. En absence de TGFß1, les cellules WT et les cellules du clone S3 37 ont une forme épithélioïde et sont très denses, alors que celles du clone S3 M27 sont fusiformes (Figure 7-A). Le traitement au TGFß1 modifie la forme des cellules WT qui deviennent fusiformes. Cet effet est beaucoup plus accentué dans le clone S3 M27 où les cellules acquièrent une forme plus allongée et plus étalée par rapport aux cellules S3 M27 non traitées alors que cet effet sur la morphologie est moins important sur les cellules S3 37 (Figure 7-A).
Rôle de Smad 3 sur l'expression de l'(-actine en réponse au TGFß
L'(-actine des muscles lisses est un des principaux marqueurs de différenciation des CMLv. Son expression a été analysée par western blot avec un anticorps anti-(-actine après 72 heures de culture dans un milieu 1 % SVF en absence ou en présence de TGFß1 (1 ng/ml) dans les cellules WT et les clones. Le traitement au TGFß1 augmente l'expression de l'(-actine dans les cellules WT. Cet effet stimulant sur l’α-actine est encore plus marqué dans les cellules du clone Smad 3 mutée par rapport aux cellules WT. Par contre dans les cellules du clone S3 37, le TGFß1 n’exerce aucun effet sur l'expression de l'(-actine (Figure 7-B).

V.1.2.4- Discussion partie II
L’implication de Smad 3 dans les effets biologiques du TGFß
Dans le but de déterminer l’implication des Smad dans les effets exercés par le TGFß sur les CMLv, nous avons tiré parti de la stabilité de notre lignée de CMLv V8 au cours des passages en culture pour établir des clones stables surexprimant les Smad (2 ou 3) sous leur forme normale ou mutée afin d'amplifier ou d'invalider sélectivement leurs voies de signalisation. Pour s’affranchir du paramètre densité cellulaire qui joue un rôle important dans la régulation des effets du TGFß sur les CMLv, cette partie du travail a été réalisée uniquement à des densités cellulaires faibles où le TGFß exerce son effet inhibiteur sur la prolifération cellulaire des CMLv V8 sauvages (WT). Pour les clones Smad 2, nous avons été confrontés à des problèmes d’hétérogénéité entre les clones et de non reproductibilité des résultats ce qui nous a empêchés d’introduire dans cette thèse le travail réalisé sur ces clones. Pour les clones surexprimant Smad 3 normale ou mutée, l’étude de la translocation de Smad 3 exogène du cytoplasme vers le noyau en présence de TGFß et la mise en évidence de l’activité transcriptionnelle de Smad 3 par la mesure de l'activité luciférase induite par un promoteur activé uniquement par Smad 3 montrent bien la fonctionnalité de nos clones Smad 3.

V.1.2.4.1- Rôle de Smad 3 dans l’effet du TGFß sur la croissance des CMLv 

Dans certains travaux, Smad 3 est considerée comme le médiateur principal de l’effet antiprolifératif du TGFß en régulant l’expression des gènes impliqués dans l’inhibition du cycle cellulaire (p15, p21 et c-myc) (Kretschmer et al., 2003; Liu et al., 1997a). Dans le but de préciser le rôle de Smad 3 dans l’effet inhibiteur du TGFß sur la prolifération des CMLv à faible densité, le niveau de croissance basal des clones surexprimant soit la forme normale de Smad 3 (S3 37) soit la forme mutée (S3 M27) a été comparé à celui des cellules WT. Le niveau basal de croissance observé dans le clone S3 37 est plus faible que celui des cellules WT et du clone S3 M27, ces deux derniers ayant des taux de croissance comparables. Ceci n’est pas dû à un effet clone puisque d’autres clones surexprimant Smad 3 normale se comportent de la même façon que le clone S3 37. Ceci suggère qu’un niveau élevé de Smad 3 pourrait diminuer le taux de croissance. En présence de TGFß, la croissance aussi bien du clone S3 37 que du clone S3 M27 est inhibée mais à un degré moindre que dans les cellules WT. Une inhibition de 30 % et de 36 % est observée dans les clone S3 37 et S3 M27 respectivement alors que l’inhibition est de 60 % dans les cellules WT. Il est difficile de tirer une conclusion de ces résultats puisque, quelle que soit la forme de Smad 3 surexprimée, normale ou mutée, on a toujours une atténuation de l’inhibition de la croissance induite par le TGFß. Comme le TGFß est impliqué à la fois dans la prolifération et l’apoptose, nous avons complété notre travail par des mesures de l’activité apoptotique et mitotique dans les clones S3 37 et S3 M27 en réponse au TGFß afin de pouvoir établir l’implication de Smad 3 dans la croissance des CMLv V8. 

V.1.2.4.2- Rôle de Smad 3 dans l’effet du TGFß sur l’apoptose des CMLv
L’effet apoptotique du TGFß peut être transmis aussi bien par des voies Smad-dépendantes que par des voies Smad-indépendantes selon le type cellulaire. Parmi les Smad, Smad 3 joue un rôle majeur dans l’effet apoptotique du TGFß dans plusieurs types cellulaires (Cao et al., 2007; Yu et al., 2008). Dans le but de déterminer si ceci était valable aussi dans notre modèle, nous avons étudié l’apoptose sur les clones S3 37 et S3 M27. Nous avons montré que Smad 3 est responsable de l'effet pro-apoptotique du TGFß dans ce type cellulaire. En effet, la forte apoptose induite par le TGFß dans les cellules WT est encore augmentée dans les clones qui surexpriment la forme normale de Smad 3 alors qu'elle disparaît complètement dans les clones où la forme mutée de Smad 3 est surexprimée. L’utilisation d’un clone TßRII-KR, établi antérieurement au laboratoire, qui surexprime un mutant à effet dominant négatif du TßRII qui bloque la totalité de la signalisation du TGFß, ne montre aucune activité apoptotique en réponse au TGFß. Nous pouvons en conclure que le blocage spécifique de la signalisation du TGFß par Smad 3 mutée identifie Smad 3 comme le responsable principal, sinon unique, de l’effet apoptotique du TGFß dans notre modèle de CMLv contrairement à d'autres modèles où des voies indépendantes des Smad comme la voie des MAP Kinases a été impliquée (Dai et al., 2003; Perlman et al., 2001). Nos résultats observés sur les CMLv concordent bien avec des travaux antérieurs montrant que Smad 3 est un des médiateurs apoptotiques de la voie de signalisation du TGFß dans de nombreux types cellulaires tels que les cellules épithéliales et les hépatocytes (Cao et al., 2007; Mithani et al., 2004; Yu et al., 2008). Smad 3 activée en réponse au TGFß peut induire l’apoptose par plusieurs mécanismes, soit en activant la transcription de facteurs apoptogènes qui entraînent l’activation de la voie apoptotique intrinsèque ou extrinsèque (Black et al., 2007; Jang et al., 2002; Kim et al., 2004), soit en inhibant la voie de survie PI3 Kinase/Akt. Cette inhibition de la voie de survie se ferait soit par une interaction physique avec Akt qui réprime la transcription de gènes nécessaires à la survie des cellules (Conery et al., 2004; Remy et al., 2004), soit par son action sur la transcription de gènes qui à leur tour inhibent l’activité PI3 Kinase (Valderrama-Carvajal et al., 2002). Dans notre modèle cellulaire, le troisième mécanisme est le plus probable du fait que l’apoptose induite par le TGFß est accompagnée d’une diminution de l’activité de la voie de PI3 Kinase/Akt. Par contre, la perte de l’effet apoptotique du TGFß sur les CMLv V8 confluentes est associée à une activité très forte de la voie de survie PI3 Kinase. Comme cela a été montré dans la littérature (Conery et al., 2004; Remy et al., 2004), le rapport entre Smad 3 et PI3 Kinase/Akt activées détermine le destin cellulaire vers l'apoptose ou la survie.

V.1.2.4.3- Rôle de Smad 3 dans l’effet du TGFß sur la prolifération des CMLv

L’activité mitogénique déterminée par la mesure de l’incorporation de la thymidine tritiée montre que le niveau basal de la synthèse d’ADN observé dans le clone S3 37 est plus faible que dans les cellules WT et le clone S3 M27. Le niveau basal faible de synthèse d’ADN observé dans plusieurs clones surexprimant Smad 3 normale (S3 37) peut s’expliquer par le fait que le taux élevé de Smad 3 présent dans le clone S3 37 rend ces cellules plus sensibles à une signalisation induite par le TGFß endogène. Cependant, le traitement par le TGFß du clone surexprimant la forme normale de Smad 3 entraîne, d’une façon surprenante, une stimulation légère mais significative de la synthèse d’ADN ce qui contredit l’analyse des niveaux de base de la synthèse d’ADN dans les mêmes cellules. L’interprétation de cette stimulation de synthèse d’ADN dans le clone S3 37 est délicate d’autant plus que la littérature sur l’impact de la surexpression de la forme normale de Smad 3 sur les effets prolifératifs du TGFß dans des modèles cellulaires est peu abondante. Des travaux effectués sur certains types de cancer ont montré qu’un taux élevé de Smad 3 dans les cellules tumorales joue une rôle dans la prolifération et l’invasion (Gambichler et al., 2007; Lu et al., 2007). Il est possible de s'appuyer sur ces travaux pour expliquer la stimulation de la prolifération observée dans le clone S3 37 en présence de TGFß. Dans les clones surexprimant la forme mutée de Smad 3, l’effet inhibiteur du TGFß sur la synthèse d’ADN est diminué de seulement 32 % alors que la diminution est de l’ordre de 70 % dans les cellules WT. On peut en conclure que Smad 3 n'est impliquée que partiellement dans l’effet inhibiteur du TGFß sur la prolifération des CMLv V8. Nos résultats concordent bien avec ceux obtenus sur les CMLv, les cellules épithéliales et les fibroblastes montrant que Smad 3 n'est impliquée que partiellement dans l’effet inhibiteur du TGFß sur la prolifération (Datto et al., 1999; Kobayashi et al., 2005; Mithani et al., 2004). En effet, des voies indépendantes des Smad peuvent aussi intervenir pour transmettre l’effet inhibiteur du TGFß sur la prolifération et ceci soit avec la participation des Smad (Hu et al., 1999; Kamaraju and Roberts, 2005) soit indépendamment des Smad comme ceci est le cas, en particulier, dans les CMLv (Seay et al., 2005).

Les résultats obtenus sur les clones S3 37 et S3 M27, concernant l’apoptose et l’activité mitotique, permettent d’expliquer l’effet du TGFß sur la croissance des clones surexprimant la forme normale ou mutée de Smad 3. Pour récapituler, dans les cellules WT le niveau bas de synthèse d’ADN associé à l’apoptose inhibe la croissance d'environ 60 % en présence de TGFß. Dans le clone S3 M27 surexprimant la forme mutée de Smad 3, la faible inhibition de la synthèse d’ADN (32 %) et la perte totale de l’apoptose expliquent que la diminution de la croissance de ce clone soit moins forte en réponse au TGFß que dans les cellules WT. Dans le clone S3 37 surexprimant la forme normale de Smad 3 traité par le TGFß, l’apoptose massive l’emporte sur la stimulation faible de l’ADN ce qui explique l’inhibition de la croissance cellulaire par rapport aux cellules WT. 

V.1.2.4.4- Rôle de Smad 3 dans l’effet du TGFß sur la différenciation des CMLv

Le TGFß est capable de modifier, positivement ou négativement, l'état de différenciation des cellules. Dans les CMLv, le TGFß stimule l’expression des marqueurs de différenciation tels que les protéines contractiles et les protéines du cytosquelette (Chen et al., 2003b; Grainger et al., 1998). Dans les régions régulatrices du promoteur de ces gènes, des éléments de contrôle du TGFß contenant des sites de liaison aux Smad ont été identifiés (Chen et al., 2003b; Hautmann et al., 1997). De plus il a été montré que les Smad régulatrices sont nécessaires à la différenciation des CMLv en réponse au TGFß (Chen and Lechleider, 2004; Hu et al., 2003; Sinha et al., 2004). Nous avons tiré parti de nos clones qui surexpriment Smad 3 sous la forme normale ou mutée pour étudier le rôle de Smad 3 dans la différenciation des CMLv. L'observation au microscope en contraste de phase des cellules montre qu’en absence de TGFß les cellules du clone S3 M27 ont un phénotype fusiforme et clairsemé tandis que les cellules WT et celles du clone S3 37 ont une forme épithélioïde et sont jointives. Le traitement au TGFß1 modifie la forme des cellules WT qui deviennent fusiformes et accentue l'aspect fusiforme des cellules des clones S3 M27. Par contre son effet est moins important sur la morphologie des cellules S3 37. Ces observations suggèrent que le blocage du signal du TGFß transmis par Smad 3 induit une morphologie fusiforme caractéristique des CMLv différenciées. Cette hypothèse est confirmée par l’étude de l’expression de l'un des principaux marqueurs de différenciation des CML, l'(-actine. Le niveau d’expression de l’α-actine corrèle bien avec la morphologie des clones. Par rapport aux cellules non transfectées, le niveau basal d’(-actine dans les clones surexprimant Smad 3 fonctionnelle est légèrement plus faible que dans les cellules WT et les clones surexprimant Smad 3 mutée, ces derniers présentant un taux basal d'(-actine comparable. Le traitement au TGFß1 stimule l'expression de l'(-actine aussi bien dans les cellules WT que dans le clone S3 M27 mais la stimulation est beaucoup plus forte dans le clone surexprimant Smad 3 mutée que dans les cellules WT. Par contre, l'expression de l'(-actine n’est pas modifiée par le TGFß dans le clone surexprimant Smad 3 normale. A partir de ces résultats sur les clones, nous concluons que Smad 3 est un régulateur négatif de l'expression de l'(-actine, marqueur de différenciation des CMLv. Nos résultats sont tout à fait compatibles avec les travaux qui ont montré que Smad 3 est responsable de l’inhibition de la différenciation dans certains modèles cellulaires incluant les cellules musculaires lisses et cardiaques (Alliston et al., 2001; Choy and Derynck, 2003; Liu et al., 2004). En effet suite à son activation en réponse au TGFß, Smad 3 interagit physiquement avec des facteurs de transcription myogéniques : la famille des MRF (MyoD, myogénine, Myf5 et MRF4) et la famille MEF-2 (myocyte enhancer factors-2). Par ces interactions, il réprime leur activité transcriptionelle entraînant une inhibition de la différenciation cellulaire (Liu et al., 2001; Liu et al., 2004). La voie principale d’induction de la différenciation myogénique passe par la dimérisation des MRF avec les E-protéines, protéines présentant également un motif bHLH. Les dimères actifs MRF/E-protéine se lient sur des séquences spécifiques (E-box) présentes sur les séquences promotrices des gènes spécifiques de la différenciation myogénique tels que la myogénine, la myosine, l’actine… Smad 3 se lie directement au domaine bHLH de MyoD et empêche la formation des dimères MRF/E-protéine et donc l’induction de la transcription des gènes spécifiques de la différenciation terminale (Liu et al., 2001). Smad 3 interagit également directement, grâce à son domaine MH1, avec les protéines de la famille MEF-2. Smad 3 empêche l’association de MEF-2C avec ses co-activateurs et diminue ainsi son activité transcriptionnelle sur les gènes spécifiques de la différenciation terminale, en particulier la myogénine (Liu et al., 2004).
Les résultats rapportés dans les deux premières parties de l’étude in vitro montrent le rôle majeur du TGFß sur la prolifération, l’apoptose et la différenciation de notre modèle de CMLv ainsi que le degré d’implication du médiateur Smad 3 dans leur contrôle. Il nous a semblé que l’impact du TGFß sur la réactivité des CMLv à un autre régulateur essentiel de leurs propriétés biologiques, l’Ang II, méritait d’être étudié dans notre modèle.
V.1.3- Partie III : Interactions entre le TGFß et le SRA
V.1.3.1- Objectif
Dans le système cardiovasculaire, un grand nombre de données a souligné les étroites interactions entre le système TGFß et le système rénine-angiotensine dans certaines pathologies telles que l’hypertension, l’infarctus et la fibrose (Rosenkranz, 2004; Ruiz-Ortega et al., 2003; Zacchigna et al., 2006). Pourtant, la question qui reste posée est de préciser la nature de l’interaction entre ces deux systèmes tissulaires afin de déterminer si le TGFß accentue les effets de l’Ang II ou s’oppose à ceux-ci. Comparé à l’Ang II, considérée comme le facteur de risque majeur des atteintes vasculaires, le rôle du TGFß dans les maladies vasculaires reste encore controversé. D’une part, le TGFß est considéré comme une cytokine protectrice contre l’athérosclérose (Grainger, 2007; Grainger and Metcalfe, 1995). D’autre part, il peut avoir comme l’Ang II des effets néfastes dans certaines pathologies comme la fibrose vasculaire (Rodriguez-Vita et al., 2005; Wang et al., 2006), l’athérosclérose et la resténose (Majesky et al., 1991; Nabel et al., 1993; Schulick et al., 1998; Smith et al., 1999; Wolf et al., 1994). Au niveau vasculaire, les CMLv sont les cellules prototypes de l’interaction entre TGFß et système rénine-angiotensine tissulaire (SAt), d’une part, à cause de la coexistence du SAt et du système de régulation autocrine du TGFß dans ces cellules (Gibbons et al., 1992; Muller and Luft, 1998) et, d’autre part, à cause de la modulation connue du système TGFß par l’Ang II dans les CMLv. En effet, beaucoup de travaux se sont intéressés à l’effet de l’Ang II sur le système TGFß et  décrivent que l’Ang II régule aussi bien l’expression que l’activité des éléments du système TGFß (TGFß, TßRII, TßRI et Smad) dans les CMLv (Fukuda et al., 2000; Ruiz-Ortega et al., 2003; Wang et al., 2006). Cependant, l’effet du TGFß sur le système rénine-angiotensine n’a pas été encore bien exploré. Pour cette raison, une partie de mon travail de thèse a été consacré à l’étude de l’effet du TGFß sur des composants du système tissulaire de l’Ang II, le récepteur de type 1 de l’Ang II (R-AT1) et l’angiotensinogène, dans notre lignée de cellules musculaires lisses d’aorte de rat, les CMLv V8. Malheureusement, dans notre lignée l’expression de l’angiotensinogène est à la limite du seuil de détection et ce volet de l’étude a été limité à l’expression du  récepteur de type 1 de l’Ang II.
V.1.3.2- Démarche expérimentale

V.1.3.2.1- Etude de l’expression génique
Extraction des ARN totaux à partir des CMLv en culture 

Pour cette étude, les cellules sont ensemencées dans des boîtes 6 puits, à raison de 150.000 cellules/puits dans du milieu 10 % SVF. Le jour suivant, les cellules sont mises dans du milieu DMEM 1 % SVF, en absence ou en présence de TGFß1 (1ng/ml) pendant 24 heures. Chaque condition est réalisée en triple. Nous avons aussi réalisé une étude cinétique de l’action du TGFß sur l’expression des messagers. Pour cela, les ARN ont été extraits après 6 heures, 12 heures, 24 heures, 36 heures, 48 heures et 72 heures de traitement par le TGFß1 (1ng/ml). L’extraction des ARN est effectuée selon la technique de Chomczynski et Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987). Elle doit être effectuée dans des conditions les plus stériles possibles, les enzymes dégradant les ARN (RNases) sont ubiquitaires, présentes notamment sur les doigts et très résistantes. A l’arrêt de chaque expérience, les cellules sont lavées avec du PBS puis lysées dans un tampon de lyse appelé solution A. Cette solution A contient du phénol saturé en eau, de la solution B (contenant un agent dissociant, le thiocyanate de guanidium 4 M et une solution tampon de citrate de sodium 25 mM pH 7), de l’acétate de sodium 2 M pH 4 dans un rapport 1/1/0,1 et est supplémentée avec 720 µl de ß-mercaptoéthanol (un agent réducteur à haute concentration) pour 100 ml de solution B. Cette solution permet de lyser les cellules et de dissocier les nucléoprotéines des acides nucléiques en détruisant leurs structures secondaires. Le thiocyanate de guanidium associé au ß-mercaptoéthanol inhibe les RNases endogènes. Les lysats sont récupérés dans des tubes eppendorf et on y ajoute 1/10ème de volume du mélange chloroforme/alcool isoamylique (24v/1v). Le mélange est agité vigoureusement à la main pendant une minute, puis mis à décanter pendant 15 minutes sur la glace. Les tubes sont alors centrifugés à 12000 g pendant 15 minutes à 4°C. On obtient trois phases : une phase supérieure aqueuse contenant les ARN totaux, une phase inférieure phénolique contenant l’ADN et une phase intermédiaire contenant les protéines. La phase supérieure est transférée dans un nouveau tube puis précipitée avec le même volume d’isopropanol pendant une nuit à –20°C. Ensuite, les ARN sont centrifugés à 12000 g pendant 30 minutes à 4°C, le culot est lavé deux fois à l’éthanol 70 % froid, séché par un passage de 10 minutes au Speed-Vac et repris pour une deuxième précipitation avec 300 µl de TE (Tris 10 mM, EDTA 0,1 mM), 30 µl d’acétate de sodium 3 M (1/10ème  du volume de TE) et 900 µl d’éthanol 100 % (3 fois le volume de TE) pendant une nuit à –20°C. Le jour suivant, les ARN sont centrifugés, lavés deux fois à l’éthanol 70 % puis séchés au Speed-Vac et enfin ils sont repris dans 50 µl d’eau stérile « RNase-free » contenant 0,1 mM d’EDTA. La quantification est réalisée par spectrophotométrie. Les bases puriques et pyrimidiques absorbent fortement à 260 nm. Une unité de densité optique à 260 nm correspond à une solution d’ARN à 40 µg/ml. Les échantillons sont conservés à -80°C.

Contrôle de la qualité des ARN extraits

La qualité des ARN est évaluée par une électrophorèse en gel d’agarose 1 % et formaldéhyde 1 %. Pour cela, 2 µg d’ARN de chaque échantillon auxquels on a ajouté du tampon échantillon contenant du bromure d’éthidium (qui permet la visualisation des ARN sous UV) sont déposés sur le gel. Après migration (50 V, 30 minutes) on observe trois bandes correspondant aux ARN ribosomiaux 28S, 18S et 5S. Ces trois bandes ont des contours bien nets si les ARN ne sont pas dégradés.

Reverse Transcription PCR (RT-PCR): obtention de l’ADNc

L'acronyme RT-PCR signifie Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, elle comprend deux étapes : d’abord la RT qui est une transcription inverse d'un acide ribonucléique (ARN) en ADN complémentaire (ADNc), ensuite elle est suivie par une PCR. Afin d’éliminer toute contamination par de l’ADN génomique, les ARN totaux extraits sont traités à la DNase I. A 2 µg d’ARN total dans 20 µl d’eau « RNase-free » on ajoute 2 µl de tampon DNase I 10X (Tris 200 mM pH 8,3, KCl 500 mM, MgCl2 20 mM) et 1 µl de DNase I (une unité). La digestion est effectuée pendant 12 minutes à température ambiante. La réaction est ensuite arrêtée par addition de 2 µl d’EDTA 25 mM suivie d’une  incubation de 10 minutes à 65°C qui dénature la DNase I. La transcription inverse (RT) est ensuite réalisée en utilisant comme amorces des hexamères de séquence aléatoire «random primers» et de la reverse transcriptase (SuperScript II, RNase H-Reverse Transcriptase). Les ARN sont alors rétrotranscrits en ajoutant dans chaque tube 17,6 µl d’un mix contenant 2 µl de dNTP 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2 µl d’hexamères (200 ng), 8 µl de tampon 5X first-strand (Tris-HCl 250 mM pH 8,3, KCl 375 mM, MgCl2 15 mM), 4 µl de DTT 0,1 M, 0,8 µl de RNase out (Recombinant Ribonuclease Inhibitor) et 0,8 µl (200 U) de SuperScript II. Le mélange est ensuite incubé pendant deux heures à 42°C, puis la réaction est arrêtée et l’enzyme résiduelle est détruite en chauffant à 95°C pendant 5 minutes. Enfin, les produits de RT sont conservés à –20°C jusqu’à l’étape de PCR. Cette réaction de polymérisation en chaîne permet d’amplifier une séquence d’ADN grâce à une ADN polymérase-ADN dépendante et à deux amorces d’orientation sens et anti-sens qui encadrent la séquence d’intérêt. Dans une PCR classique, l’amplification du fragment choisi est basée sur une succession de cycles qui comprend trois étapes : la dénaturation de l’ADN où il y a séparation des 2 brins de l'ADN (95°C), l’hybridation des amorces sur l'ADN dénaturé (température entre 40°C et 70°C) et la réplication par la Taq polymérase de la séquence d’ADN encadrée par les deux amorces (à 72°C). Dans le cadre des expériences de PCR réalisées, les amorces spécifiques pour chaque gène ainsi que le programme d’amplification approprié utilisé sont indiqués dans le Tableau II.
Mesure de l’expression génique par PCR en temps réel

A la différence d’une PCR classique, la PCR en temps réel permet  de faire une quantification relative du gène d’intérêt dans des échantillons donnés par rapport à une gamme étalon de concentration connue. La PCR en temps réel consiste à déterminer, à chaque cycle de la réaction d’amplification, la quantité d’amplicons générés. La détection des amplicons est rendue possible grâce à leur marquage par une molécule fluorescente. L’intensité du signal fluorescent doit être proportionnelle à la quantité d’amplicons présents dans le puits. Nous avons utilisé le Sybr Green comme marqueur fluorescent de nos amplicons. Le Sybr Green a la propriété d’émettre de la fluorescence quand il se lie à l’ADN. La mesure de la fluorescence s’effectue à chaque cycle en fin d’élongation. La quantification absolue des transcrits ne peut se faire qu’à l’aide d’une gamme standard externe. Pour chaque transcrit analysé, on prépare un standard correspondant à la séquence d’ADN à amplifier. A partir de ce standard dont on mesure avec précision la concentration on réalise une série de dilutions en cascade (au minimum 5 points de gamme couvrant 3 logarithmes et encadrant les valeurs correspondant aux échantillons inconnus). Pour chaque point de gamme, un cycle seuil (Ct) est déterminé, il correspond au cycle pour lequel l’intensité de la fluorescence devient significativement plus élevée que le bruit de fond. Ce Ct correspond au début de la phase exponentielle de croissance, phase au cours de laquelle la quantité d’amplicons est proportionnelle à la quantité de transcrits de départ. Pour chaque point de la gamme, le Ct obtenu est rapporté à la quantité de molécules initiales ce qui permet de tracer la droite standard. Grâce à cette droite, on peut déterminer la quantité de molécules présentes dans un échantillon inconnu à partir de son Ct. 

Des paires d’amorces spécifiques pour chaque gène étudié ont été choisies à l’aide des logiciels Primer premier et Oligo 6. Les couples d’amorces utilisés sont présentés dans le Tableau II. Les principes généraux appliqués au choix des amorces sont les suivants : longueur de 20 à 24 nucléotides, contenu en GC de 40 à 60 %, pas de GC à l’extrémité 5’, absence de génération de dimères d’amorces et de structures secondaires, taille de l’amplicon comprise entre 80 et 200 pb, température d’hybridation de l’amorce autour de 60 °C (( 2°C). Ces amorces ont été testées, en PCR classique, à des températures d’hybridation allant de 55°C jusqu’à 65°C avec un appareil de PCR à gradient de température programmable (Master Cycler Eppendorf). 

Après avoir déterminé la meilleure température d’hybridation des amorces, une PCR classique est réalisée sur un échantillon d’ADNc afin d’obtenir une quantité suffisante d’amplicon qui servira de standard. L’amplicon obtenu est ensuite purifié sur colonne grâce à un kit Qiagen (QIAquick PCR purification kit) puis sa DO est soigneusement mesurée car elle servira à établir les différentes concentrations de la gamme standard. 

La technique de PCR en temps réel est réalisée avec un appareil iCycler MyIQTM (BIO-RAD) dans une plaque 96 puits. Dans chaque puits on met 10,5 µl de Master Mix qui contient 8 µl de SYBR green Supermix (KCl 100 mM, Tris HCl 40 mM, dNTP 0,4 mM, Taq polymerase 50 unités/ml, MgCl2 6 mM, SyberGreen I, fluorescéine 20 nM et des stabilisateurs), 0,8 µl de chaque amorce à 10 µM et 1 µl d’eau «RNase free». Puis dans chaque puits on ajoute 5 µl d’ADNc des échantillons inconnus ou 5 µl d’ADN des différentes dilutions de l’amplicon qui serviront à établir la gamme standard. On réalise, de plus, deux blancs constitués du mélange réactionnel et de 5 µl d’eau « RNase free » sans ADNc pour vérifier qu’il n’y a pas de « bruit de fond » (contamination par de l’ADN étranger).

Le programme de PCR quantitative est comparable à celui d’une PCR classique. Après une étape de 3 minutes à 95°C permettant l’activation de la Taq polymerase « hot start » et la dénaturation des acides nucléiques, 45 cycles d’amplification se succèdent comprenant chacun les 3 paliers suivants: une étape de dénaturation de 10 secondes à 95°C, deux étapes combinant l’hybridation et l’élongation de 45 secondes à 60°C. Une étape supplémentaire est rajoutée pour la détermination de la courbe de fusion (Tm) de l’amplicon afin de s’assurer que le produit réactionnel ne contient qu’un amplicon. Au cours de cette étape est programmée une montée progressive en température de 55°C à 95°C et une mesure continue de la fluorescence.

A la fin de la PCR, les valeurs obtenues sont exprimées en Ct. La gamme étalon amplifiée en même temps que les échantillons à mesurer permet de quantifier le nombre de copies de l’ADNc de l’ARNm étudié. Ces nombres de copies des ADNc d’intérêt sont ensuite normalisés par rapport à l’amplification, dans chaque échantillon, de l’ADNc de la cyclophiline A dont l’expression n’est pas modifiée par le traitement au TGFß1. 

V.1.3.2.2- Détermination de la demi-vie des ARNm du R-AT1

Pour cette étude, les cellules sont ensemencées dans des boîtes 6 puits, à raison de 150.000 cellules/puits dans du milieu DMEM 10 % SVF. Le jour suivant, les cellules sont mises dans du milieu DMEM 1 % SVF pendant 24 heures, ensuite les cellules sont traitées ou non par le TGFß (1 ng/ml) pendant 24 heures. A la fin du traitement (temps 0), les cellules contrôles aussi bien que les cellules traitées au TGFß sont incubées en présence de l'inhibiteur de la transcription, l'actinomycine D 5 µg/ml. Les ARN totaux de ces cellules sont extraits après 0, 2, 4, 6, 8, 10 et 12 heures de traitement par l'actinomycine D. A la fin de l'extraction une quantification des ARN totaux est réalisée par dosage spectrophotométrique, elle est suivie d'un contrôle sur gel pour vérifier la qualité des ARN extraits. Ensuite une étape de transcription inverse (RT) est nécessaire pour passer de l'ARN à l'ADNc et permettre la quantification du nombre de transcrits du R-AT1 par PCR en temps réel.
V.1.3.2.3- Etude de la liaison de l’Ang II au R-AT1

Pour cette étude, les cellules sont ensemencées dans des boîtes 24 puits à raison de 80.000 cellules/puits et elles sont cultivées pendant 2 jours dans un milieu 1 % SVF. Un traitement avec du TGFß1 1 ng/ml pendant des temps différents est réalisé dans certaines expériences. Ensuite, pour étudier la liaison, trois puits sont incubés pendant 2 heures à 37°C dans 500 µl de milieu contenant 0,1 % de sérum albumine bovine (BSA) et de l’Ang II marquée à l’iode 125 à raison de 5x105 cpm/puits (liaison totale), trois puits sont incubés avec le même milieu radioactif contenant un excès d’Ang II froide (10-6 M) pour étudier la liaison non spécifique. Dans deux puits supplémentaires, les cellules sont comptées afin de rapporter la liaison spécifique au nombre de cellules. Les cellules sont ensuite rincées trois fois avec du PBS à 4°C, lysées par du déoxycholate de sodium 0,4 % dans la soude 0,5 N. Enfin la radioactivité est mesurée dans un compteur (. Les études de liaison de l’Ang II à ses récepteurs ont été réalisées sur les CMLv sauvages (WT) ainsi que sur un clone surexprimant un mutant du récepteur de type II du TGFß à effet dominant négatif (TßRII-KR) sous le contrôle du promoteur (-actine. Le laboratoire a montré antérieurement l’efficacité du TßRII-KR à invalider la voie de signalisation du TGFß dans différents types cellulaires (Allegra et al., 2004).

V.1.3.2.4- Caractérisation et quantification des sites de liaison des R-AT1 dans les cellules CMLv V8 WT

Pour déterminer l’affinité des R-AT1 pour l’Ang II (Kd) ainsi que le nombre total de sites de liaison par cellule (Bmax), une analyse de Scatchard a été réalisée sur les CMLv WT. Dans ce but, des expériences de déplacement de l’125I-Ang II par l’Ang II froide ont été réalisées. Les cellules sont ensemencées dans des boîtes 24 puits à raison de 80.000 cellules/puits et elles sont cultivées pendant deux jours dans un milieu 1 % SVF puis elles sont traitées ou non par 1 ng/ml de TGFß1 le troisième jour. La liaison est réalisée à 37°C pendant deux heures dans 500 µl de milieu contenant 0,1 % de BSA et le ligand marqué (5x105 cpm/puits) en absence (liaison totale) ou en présence de concentrations décroissantes d’Ang II froide (10-6 à 10-11M). Les cellules sont ensuite rincées trois fois avec du PBS à 4°C, lysées par du déoxycholate de sodium 0,4 % dans la soude 0,5 N. Enfin la radioactivité est mesurée dans un compteur (. Le Kd et le Bmax sont calculés à partir des données des courbes de déplacement après linéarisation selon la méthode de Scatchard. Notons que chaque condition est réalisée en quadruplicat et que quatre puits supplémentaires sont réservés pour le comptage cellulaire afin de rapporter le nombre total de sites de liaison au nombre de cellules.
V.1.3.3-  Résultats 

V.1.3.3.1- Caractérisation des récepteurs à l’Ang II dans les CMLv V8

Nous avons caractérisé quels sous-types des récepteurs à l’Ang II étaient présents dans les CMLv V8. Les RT-PCR réalisées avec des couples d’amorces spécifiques pour chacun des 2 types de récepteur de l’Ang II montrent la présence de récepteurs de type 1 (R-AT1) sur ces cellules (Figure 1-A, gauche) et l’absence de récepteurs de type 2 (R-AT2) (Figure 1-A, droite). Ensuite, nous avons réalisé une RT-PCR compétitive (Llorens-Cortes et al., 1994) pour déterminer la proportion de chaque sous-type de R-AT1 (R-AT1A et R-AT1B) (Figure 1-B). Notons que dans une telle PCR un seul couple d’amorce reconnaît aussi bien le R-AT1A et le R-AT1B. A la suite de la RT-PCR, une digestion enzymatique par l’enzyme Eco RI dont le site de restriction est spécifique de la séquence amplifiée du R-AT1A suivie par une analyse sur gel d’agarose montre uniquement la présence du récepteur de type 1A (Figure 1-B, gauche). La bande de 444 pb observée avant digestion représente R-AT1A+R-AT1B. Après digestion par Eco RI, on observe 2 bandes à 269 pb et 175 pb qui représentent les deux fragments résultant de la digestion de l’amplicon R-AT1A. Au niveau de la bande de 444 pb, on ne voit aucun signal après digestion par Eco RI. Les récepteurs R-AT1B ne sont pas exprimés dans les CMLv V8 (Figure 1-B, gauche). Pour confirmer la fiabilité de nos amorces, la même expérience est réalisée sur de l’ADN génomique où on observe bien les 3 bandes après digestion de Eco R I (Figure 1-B, droite). Une bande à 444 pb correspondant à R-AT1B et 2 bandes à 269 et 175 pb correspondant à R-AT1A coupé par Eco RI. L’ADN génomique et les produits de RT-PCR donnent les mêmes résultats avec ce couple d’amorces qui amplifient une séquence intra exonique pour AT1A et AT1B.
V.1.3.3.2- Effets du TGFß sur la liaison de l’Ang II à ses récepteurs 

Les études de liaison de l’Ang II marquée à l’iode 125 à ses récepteurs ont été réalisées sur les cellules WT en présence et en absence du TGFß1 à 1 ng/ml. Nos résultats montrent que le traitement au TGFß1 pendant 24 h entraîne une diminution d’environ 55 % de la liaison de l’Ang II à ses récepteurs (Figure 2-A). Cette action inhibitrice du TGFß1 sur la liaison de l’Ang II à ses récepteurs est totalement supprimée dans le clone TßRII-KR où la voie de signalisation du TGFß est bloquée, ce qui confirme que cet effet est bien dépendant et spécifique du TGFß (Figure 2-A). Une étude cinétique de l’action du TGFß1 sur la liaison de l’Ang II à ses récepteurs a été ensuite réalisée afin de déterminer si cette action du TGFß est rapide (par l'internalisation des récepteurs à l'Ang II) ou si elle est plus tardive (par un mécanisme transcriptionnel ou traductionnel). Nos résultats montrent que le TGFß1 commence à inhiber la liaison de l’Ang II à ses récepteurs à partir de 6 heures où une inhibition d’environ 40 % est observée (Figure 2-B). Cette inhibition est de l’ordre de 55 % à 24 heures et se maintient à ce niveau à 72 h. 

V.1.3.3.3- Quantification des sites de liaison des R-AT1 et détermination de la constante de dissociation du récepteur dans les CMLv V8. 

Une analyse de Scatchard, réalisée en présence et en absence de TGFß1, nous a permis de calculer le nombre total de sites de liaison de l’Ang II par cellule (Bmax) et de déterminer l’affinité du R-AT1 pour l’Ang II (Kd) à partir des données des courbes de déplacement d’une dose fixe d’125I-Ang II par l’Ang II froide. L’ensemble des expériences (n=5) montre que le nombre de sites de liaison de l’Ang II en présence de TGFß1 diminue systématiquement de 50 % environ par rapport aux cellules non traitées (Figure 3-A). Ces expériences de déplacement sont confirmées par les analyses de Scatchard (Figure 3-B) qui montrent que, dans nos conditions de culture, les cellules WT en absence de TGFß1 présentent un Bmax de 9,96 x103 ± 0,89 sites/cellule et une constante de dissociation à l’équilibre ou Kd (1,05 ± 0,21 nM) qui correspond aux valeurs rapportées dans la littérature (Touyz and Schiffrin, 2000). Par contre, un traitement au TGFß1 1 ng/ml pendant 24 heures diminue d’environ 50 % le nombre total de sites de liaison de l’Ang II (Bmax = 4,97x103 ± 0,725 sites/cellule) sans variation significative du Kd (1 ± 0,34 nM).

V.1.3.3.4- Effet du TGFß sur l’expression des messagers du gène R-AT1A

Ces études ont été réalisées par RT-PCR en temps réel. Le traitement des cellules WT par le TGFß1 1 ng/ml pendant 24 heures diminue d’environ 50 % (54,56 %, n=5) le niveau d’expression des ARNm du R-AT1A ce qui corrèle bien avec la diminution de la liaison de l’Ang II à ses récepteurs en présence de TGFß1 (Figure 4-A). L’étude cinétique de l’effet du TGFß1 sur les transcrits R-AT1A montre que cette diminution des ARNm commence après 6 heures de traitement par le TGFß1 où l’on observe une baisse de 54 % qui se maintient après 12 heures (54 %) et 24 heures (51 %) pour atteindre une diminution de l’ordre de 83 % après 72 heures de traitement (Figure 4-B).

V.1.3.3.5- Effet du TGFß sur la demi-vie des ARNm du R-AT1A
La diminution de 50 % du taux d’ARNm R-AT1A sous l’action du TGFß peut être due à une diminution de la transcription et/ou à une augmentation de la dégradation de ces ARNm. Nous avons étudié l’effet du TGFß1 sur la stabilité des ARNm du R-AT1A en mesurant la demi-vie de ces ARNm dans des cellules CMLv V8 contrôles et dans des cellules traitées au TGFß1. Pour cette étude, les cellules, traitées ou non par le TGFß1 (1 ng/ml) pendant 24 h, sont incubées en présence de l’inhibiteur de la transcription, l’actinomycine D (5 µg/ml), pendant des temps différents (0, 2, 4, 6, 8, 10 et 12 heures). Les résultats obtenus montrent que la demi-vie des ARNm du R-AT1 dans les cellules contrôles comme dans les cellules traitées par le TGFß1 est d’environ 10 h (Figure 5). Ceci suggère que la diminution du taux d’ARNm du R-AT1 induite par le TGFß1 n’est pas due à une diminution de la stabilité de ces ARNm mais est plutôt due à une diminution du niveau de la transcription. Les résultats sont exprimés en % du temps 0 et représentent la moyenne ± SD de 3 expériences réalisées chacune en duplicats.
V.1.3.4- Discussion partie III 
Les interactions entre le système TGFß et le SRA

Au cours de la dernière décennie, le nombre de travaux s’intéressant aux interactions entre le système rénine-angiotensine (SRA) et le système TGFß n’a pas cessé d’augmenter. La question sous-jacente est de déterminer si l'angiotensine II et le TGFß agissent en opposition ou si l'un potentialise l'action de l'autre dans certaines maladies telles que l’hypertension, la fibrose et l’athérosclérose. Jusqu’à présent beaucoup de données soulignent d’étroites interactions entre ces deux systèmes. L'implication du système rénine-angiotensine dans les maladies cardiovasculaires n’est plus à démontrer et des liens entre TGFß et pathologies cardiovasculaires commencent à être établis. Certains polymorphismes du gène du TGFß1 sont associés à une pression systolique élevée (Cambien et al., 1996). En plus, des études cliniques montrent que le taux circulant du TGFß active est élevé chez les patients hypertensifs obèses ou présentant une insuffisance rénale (Cottone et al., 2002; Porreca et al., 2002). L’utilisation des antagonistes des R-AT1, comme le losartan, ou des inhibiteurs de l’enzyme de conversion, comme le catopril, chez des patients hypertendus entraîne une réduction des concentrations sériques et urinaires du TGFß1 parallèlement à la normalisation de la pression artérielle (Laviades et al., 2000; Sharma et al., 1999). De même, la neutralisation de l’activité du TGFß induit des effets bénéfiques sur les complications causées principalement par l’hypertension telles que l’insuffisance rénale chronique et l’hypertrophie cardiaque (Lavoie et al., 2005; Lim et al., 2001). L’ensemble de ces observations cliniques chez l'homme ainsi que dans des modèles murins montrent que le TGFß est un partenaire important de l'Ang II dans l'évolution de l’hypertension. Ceci a été également montré dans des études in vitro sur des cardiomyocytes et des CMLv ainsi que sur des fibroblates (Marshall et al., 2004; Rosenkranz, 2004). Ces études in vitro suggèrent que l’Ang II utilise la voie du TGFß pour induire la fibrose vasculaire ou rénale (Border and Noble, 1998; Ruiz-Ortega et al., 2003) ainsi que l’apoptose (Schroder et al., 2006). Au niveau moléculaire, plusieurs éléments de la voie de signalisation du TGFß ont été identifiés comme des cibles de la régulation par l’Ang II. Selon les types cellulaires, l’Ang II stimule l’expression du TGFß (Siegert et al., 1999) et/ou de certains de ses récepteurs du TGFß -TßRI, TßRII et endogline- (Chen et al., 2004; Fukuda et al., 2000; Siegert et al., 1999). Des travaux ont suggéré qu’une dérégulation de l’expression des récepteurs du TGFß à la surface des CMLv peut être impliquée dans l’hypertension puisque les CMLv provenant de rats hypertensifs (spontaneously hypertensive rats, SHR) ont une expression anormalement élevée des récepteurs au TGFß par rapport aux CMLv provenant des rats normotensifs (Wistar Kyoto, WKY). De plus, les CMLv des rats SHR prolifèrent activement en réponse à l'Ang II alors que les CMLv des rats WKY ne prolifèrent pas (Fukuda et al., 1998). Outre la régulation de l’expression du TGFß et de ses récepteurs par l'Ang II, il a été récemment montré sur des CMLv que l’Ang II peut induire la fibrose vasculaire indépendamment du TGFß en empruntant la signalisation intracellulaire classique du TGFß via la phosphorylation directe et rapide (15 mn) des Smad 2 et 3 par une voie dépendante de son propre récepteur AT1 (Rodriguez-Vita et al., 2005; Wang et al., 2006). 

Les travaux réalisés sur l’interaction entre les deux facteurs TGFß et Ang II ont été plus orientés dans le sens des effets de l'Ang II sur le système du TGFß. Par contre, l'autre volet, l'effet du TGFß sur le SRA, n’a pas encore été bien étudié. Une partie de ma thèse a été consacrée à élucider dans les CMLv le rôle du TGFß sur un des composants essentiels du SRA, le R-AT1 qui est le médiateur principal des effets biologiques de l’Ang II au niveau vasculaire.

Les rongeurs possèdent deux sous-types de récepteurs AT1, R-AT1A et R-AT1B, dont les séquences nucléotidiques présentent 91 % d’homologie dans la partie codante (Bouby et al., 1997). La caractérisation des récepteurs de l’Ang II dans les CMLv V8 par analyse en RT-PCR compétitive (Llorens-Cortes et al., 1994) montre que le sous-type A est le seul récepteur de l’Ang II exprimé dans notre modèle cellulaire. Le traitement par le TGFß1 entraîne une diminution de moitié de la liaison de l’Ang II à ses récepteurs à partir de 6 h et cette diminution est toujours présente après 72 h de traitement. Cette diminution de la liaison de l’Ang II à ses récepteurs est bien dépendante et spécifique du TGFß1 puisque, dans les clones TßRII-KR (clones où la voie de signalisation du TGFß est invalidée), l’action inhibitrice du TGFß sur la liaison de l’Ang II à ses récepteurs disparaît. L'analyse de Scatchard confirme que la diminution de la liaison de l’Ang II est due à une diminution du nombre de sites à la surface des cellules et non pas à une diminution de l’affinité du R-AT1 pour son ligand. Cette diminution du nombre de sites de liaison de l'Ang II repose sur un mécanisme principalement transcriptionnel du TGFß sur l’expression du R-AT1A puisque la diminution des transcrits du R-AT1 observée dès 6 h de traitement n’est pas due à une diminution de la stabilité des ARNm R-AT1A. Dans ce travail nous montrons, dans les CMLv V8, une inhibition au niveau transcriptionnel de l'expression du gène R-AT1A. Pourtant dans la plupart des cas, la régulation de ce gène est post-transcriptionelle par modification de la stabilité des ARNm (Nickenig and Harrison, 2002) ou traductionelle (Lee et al., 2006). Un des mécanismes post-transcriptionels de régulation du transcrit R-AT1 humain fait intervenir le microRNA-155 (Martin et al., 2006). Ce microRNA se fixe sur la partie 3’ non traduite du messager et entraîne sa dégradation dans les fibroblastes pulmonaires humains. Dans ce modèle cellulaire, le TGFß inhibe l’expression du microRNA-155 ce qui aboutit à une augmentation du messager R-AT1 et des récepteurs (Martin et al., 2006). La spécificité de cette régulation par le microRNA-155 a été élégamment montrée par la même équipe (Martin et al., 2007b). En effet, le polymorphisme A/C en position 1166 des transcrits R-AT1 humains situé dans la séquence ciblée par le microRNA-155 diminue la dégradation post-transcriptionnelle. Il est intéressant de noter que ce polymorphisme est associé à des pathologies cardiovasculaires. Il n’est pas établi si le microRNA-155 joue le même rôle sur le transcrit R-AT1A du rat. En accord avec nos résultats, le TGFß exerce un effet inhibiteur sur la transcription du R-AT1 et diminue la liaison de l’Ang II dans certains types cellulaires comme les cellules du tubule proximal du rein (Park and Han, 2002). Cependant, le TGFß stimule l’expression du R-AT1 et la liaison de l’Ang II dans d’autres types cellulaires comme les cellules du cortex-surrénalien et les fibroblastes pulmonaires (Lebrethon et al., 1994; Martin et al., 2007a). Ces données contradictoires montrent une nouvelle fois le caractère contextuel des effets du TGFß. Concernant l’angiotensinogène, un deuxième élément important du SAt, bien que son expression ait été mise en évidence dans les CMLv artérielles (Muller and Luft, 1998), nous n’avons pas réussi à le détecter de façon fiable dans les CMLv V8 en raison de sa très faible expression. Notons qu’un effet stimulant du TGFß sur l’expression du gène de l’angiotensinogène a été décrit récemment au niveau des cellules du tubule proximal du rein de rat (Brezniceanu et al., 2006).
Parvenus à la fin de l’exposé de nos résultats in vitro, notre travail désigne le TGFß comme un régulateur pléïotrope puissant de la prolifération, l’apoptose, la différenciation et la réactivité à l’Ang II des CMLv. Mais ces résultats n’ont été établis qu’in vitro et leur pertinence dans les CMLv in vivo nécessitait l’étude d’un modèle animal dans lequel la voie de signalisation du TGFß était modifiée dans ce type cellulaire. L’établissement et l’analyse d’un tel modèle animal sont décrits dans la dernière partie des résultats.
V.2- Partie In vivo
Au moment où ce travail était entrepris, il n'existait pas de modèles de souris transgéniques dans lesquels la voie de signalisation du TGFß était invalidée de façon conditionnelle dans les CMLv et le myocarde. Parallèlement à la création de notre modèle, deux autres équipes (Carvalho et al., 2007; Frutkin et al., 2006) publiaient leur résultats sur des invalidations conditionnelles du TßRII par une Cre-recombinase sous le contrôle du même promoteur que celui utilisé par nous, le promoteur du gène SM22. De plus une troisième équipe (Jiao et al., 2006) créait un modèle de souris avec invalidation conditionnelle du TßRII dans le myocarde ou l'endocarde. En dépit de la similitude entre notre approche et celle de ces trois équipes, nos résultats apportent des données très originales qui sont décrites ici. Cette partie des résultats reproduit le manuscrit, soumis à "Developmental Research". Dans ce travail in vivo, nous montrons que le TGFß joue un rôle indispensable au cours dernier tiers de la gestation dans la formation d'une média fonctionnelle dans l'aorte thoracique descendante. Le TGFß intervient aussi, mais avec un impact moins profond, sur la cardiogénèse. 

La reproduction du manuscrit soumis est précédée par une introduction méthodologique qui développe les principes et les applications de l'invalidation génique conditionnelle dans le système vasculaire. Ces bases méthodologiques ne pouvant être intégrées dans un manuscrit par souci de concision et n'ayant pas leur place dans l'introduction générale de ce mémoire, nous avons jugé opportun de les introduire en tête de cette partie.
V.2.1- L’invalidation spécifique de la voie du TGFß dans les CMLv au niveau vasculaire

Le TGFß joue un rôle important dans le système cardiovasculaire aussi bien au cours de son développement que dans des situations pathologiques telles que l’hypertrophie et la fibrose cardiaque, l’athérosclérose et la resténose (Azhar et al., 2003). Cependant les mécanismes précis par lesquels le TGFß intervient dans tous ces processus restent encore mal connus et il est toujours difficile de préciser quel type cellulaire est responsable de l'effet observé à cause de l’expression ubiquitaire des ligands TGFß et de leurs récepteurs dans les différents contingents cellulaires de la paroi artérielle. La complexité du rôle du TGFß dans le système cardiovasculaire réside dans ses effets contradictoires observés. A titre d’exemple, dans le cas de l’athérosclérose, il a été initialement proposé que le rôle protecteur du TGFß vis à vis de cette pathologie se limitait à son effet anti-inflammatoire direct sur les cellules immunitaires dans les lésions (Mallat and Tedgui, 2002). Cependant une invalidation de la voie du TGFß spécifiquement dans les cellules T par surexpression d'un mutant dominant négatif du récepteur ou par un blocage plus général du TGFß par immuno-neutralisation n’ont pas les mêmes conséquences sur l’évolution des lésions athéromateuses chez la souris (Gojova et al., 2003; Mallat et al., 2001; Robertson et al., 2003). Suite à ces observations, il semble que le rôle du TGFß dans cette maladie implique, outre les cellules immunitaires, les cellules endothéliales et les CMLv. 

L’invalidation par recombinaison homologue des gènes du système de signalisation du TGFß chez la souris a permis d’élucider le rôle fondamental de ce facteur au cours du développement embryonnaire, mais ces approches ne permettent pas d’analyser le rôle du TGFß à l’âge adulte puisque, pour la plupart, ces invalidations constitutives inactivent le gène cible dans tous les tissus de l’organisme et entraînent une létalité embryonnaire précoce. Pour s’affranchir du problème posé par la létalité précoce et dans le but d’apprécier l’impact de la voie de signalisation des TGFß sur les CMLv au cours du développement et chez l’adulte, nous avons été amenés à invalider la voie de signalisation du TGFß spécifiquement dans les CML par le système Cre-LoxP. 

V.2.1.1- L’invalidation génique conditionnelle par le Système Cre-LoxP chez la souris

L’invalidation génique conventionnelle (constitutive) par Knock-Out (KO) conduit à l’inactivation du gène cible dans tout l’organisme, c’est à dire dans toutes les cellules et à toutes les phases du développement où il s'exprime normalement. Des nouvelles techniques ont été développées pour contrôler l’invalidation du gène cible de manière spatio-temporelle. Ces méthodes sont d'un intérêt remarquable pour l’étude de la fonction de certains gènes dont l’invalidation par KO est précocement létale. Le système Cre-recombinase-LoxP est devenu l’outil de choix pour étudier le rôle d’un gène donné dans un tissu particulier et à un stade de développement précis. Ce système est utilisé aussi bien pour l'activation que pour l'inactivation d'un gène spécifique (Nagy, 2000). Ces techniques font intervenir une protéine recombinante, la Cre-recombinase, une enzyme de la famille des intégrases issue du bactériophage Coli P1. Cet enzyme va recombiner deux séquences génomiques bien particulières, nommées sites LoxP (locus of crossing-over) de 34 paires de bases. La recombinaison entre les deux sites LoxP va permettre la suppression de la séquence flanquée (séquence cible) si les deux sites sont dans la même orientation ou l’inversion de la séquence cible si les sites ont une orientation opposée. 

L’utilisation du système Cre-LoxP nécessite la création de deux lignées de souris transgéniques. La première lignée de souris transgéniques est porteuse du gène ciblé floxé. Dans un gène floxé, une séquence essentielle au fonctionnement du gène (en général un exon) est flanquée par deux sites LoxP. Ceci est réalisé par l’insertion des sites LoxP dans le locus ciblé par recombinaison homologue dans des cellules souches embryonnaires de souris.

La deuxième lignée d’animaux transgéniques exprime la Cre-recombinase sous un contrôle spatial et/ou temporel. Le clonage d’un promoteur d’un gène tissu-spécifique en amont de la séquence de la Cre-recombinase permet de contrôler son expression d’une façon tissu spécifique. A cette spécificité tissulaire peut s’associer un contrôle temporel par l’utilisation d’une Cre-recombinase inductible qui permet d’induire l’activité de la Cre-recombinase, donc de provoquer l’invalidation du gène, au moment choisi. Ces souris Cre, en général, sont obtenues par l’utilisation des techniques classiques de transgénèse : par microinjection du transgène dans le pronucleus mâle d’ovocytes de souris qui sont ensuite réimplantés dans l’utérus de femelles pseudogestantes. Après croisement des deux lignées, la Cre-recombinase va pouvoir recombiner les deux sites LoxP et la séquence comprise entre ces deux sites va être circularisée et excisée ce qui va aboutir à l'inactivation du gène cible.

V.2.1.2- La stratégie d’invalidation spécifique de la voie du TGFß dans les CMLv

Etant donné qu'un des objectifs du travail est de comprendre le rôle du TGFß dans les CMLv in vivo, nous avons été amenés à utiliser le système Cre-LoxP pour générer des souris où la voie de signalisation du TGFß est invalidée spécifiquement dans les CMLv. Il est important de rappeler que le TßRII occupe une place centrale dans la signalisation du TGFß et qu'une inactivation de ce gène va entraîner un blocage total des effets transmis par les trois isoformes du TGFß. C’est pour cette raison que nous avons décidé d’invalider la voie de signalisation du TGFß en utilisant des souris dont le gène du TßRII est floxé. Pour réaliser ce travail, nous disposons, dans notre laboratoire, de deux de lignées de souris ayant le récepteur de type II des TGFß (TßRII) floxé au niveau de deux exons différents. Une lignée est porteuse du gène du TßRII flanqué par deux sites LoxP au niveau de l’exon 3 fournie par le laboratoire de Jürgen Roes à Londres par l’intermédiaire de Stéphanie Moreno (CEA de Fontenay aux Roses, Paris) (Cazac and Roes, 2000). Cet exon 3 code pour la partie extracellulaire adjacente à la membrane plasmique. La deuxième lignée qui possède l'exon 4 floxé nous a été gracieusement fournie par le laboratoire de Stefan Karlsson, Université de Lund, Malmö, Suède (Leveen et al., 2002). Cet exon code pour la majorité du domaine kinase et la totalité du domaine transmembranaire. Nous avons utilisé ces deux lignées floxées afin de nous assurer que nous obtenions les mêmes résultats lorsque ces deux exons différents du TßRII étaient excisés. A côté des lignées porteuses du TßRII floxé, nous disposons d'une lignée exprimant la Cre-recombinase (constitutive) sous le contrôle du promoteur SM22( spécifique des cellules musculaires lisses mais aussi du myocarde pendant le développement embryonnaire. Cette lignée SM22-Cre nous a été fournie par le laboratoire de Denise Paulin, Université Paris 7 (lignée non publiée). 
A la suite des croisements de la lignée TßRII floxé avec la lignée SM22-Cre, l’expression de la Cre-recombinase dans les cellules musculaires lisses va induire la recombinaison des deux sites LoxP au niveau de l’exon floxé du gène du TßRII ce qui va éliminer l’exon floxé et par conséquent inactiver la voie du TGFß dans les cellules exprimant la Cre-recombinase. 

Il est important de souligner que le choix du promoteur d’un gène tissu-spécifique est déterminant pour l’utilisation de la stratégie Cre-LoxP. Il faut toujours être conscient de la difficulté de ce choix dans les CML puisque plusieurs promoteurs spécifiques de ces cellules à l’âge adulte sont transitoirement activés dans d’autres tissus comme le cœur et les somites au cours du développement (Li et al., 1996; Mack and Owens, 1999). Plusieurs protéines sont spécifiques ou sélectives de l’état différencié des CML parmi lesquelles (-actine, h1-calponine, SM-MHC, SM22α, la desmine, la métavinculine et la forme lourde de la caldesmone (Rensen et al., 2007). La seconde difficulté réside dans le fait que ces protéines sont exprimées dans toutes les CML et pas uniquement dans les CMLv. Nous analyserons en détail dans la discussion de nos résultats in vivo la régulation du promoteur du gène SM22α, puisque la lignée transgénique utilisée dans notre travail exprime la Cre-recombinase sous le contrôle du promoteur SM22α.
V.2.2- Article n°2 : 

Conditional deletion of the transforming growth factor-beta (TGF-ß) type II receptor in smooth muscle cells in mice causes embryonic lethality due to defective elastogenesis in the descending aorta

V.2.3- Discussion partie In vivo 

Dans le but de mieux comprendre le rôle du TGFß dans le système cardiovasculaire, nous avons généré par la stratégie Cre-LoxP des souris où la voie du TGFß est invalidée principalement dans un des constituants majeurs de la paroi artérielle, les CMLv, mais aussi dans le myocarde. L’ensemble de la voie de signalisation du TGFß est bloqué spécifiquement dans ces cellules grâce à l’invalidation de l’élément central de la voie de signalisation du TGFß, le récepteur de type II des TGFß (TßRII). La spécificité tissulaire de l’invalidation repose sur le promoteur utilisé dans la lignée de souris exprimant la Cre-recombinase. Dans notre travail, nous avons utilisé une lignée de souris exprimant la Cre sous le contrôle d’un fragment du promoteur du gène SM22α.

V.2.3.1- Le promoteur du gène SM22( en transgénèse
De nombreuses lignées de souris génétiquement modifiées dans lesquelles le promoteur du gène SM22( a été utilisé ont été produites depuis 1996. Certaines de ces lignées ont été générées par transgénèse classique, c'est à dire par insertion aléatoire de transgènes comportant des fragments plus ou moins étendus des séquences régulatrices du gène SM22( de la souris ou humain.
Afin de préciser dans quels tissus et à quel stade du développement ces séquences régulatrices étaient actives, elles ont été souvent placées en amont du gène lacZ (Hoggatt et al., 2002; Kim et al., 1997; Li et al., 1996; Moessler et al., 1996; Xu et al., 2003). La longueur des régions 5'-flanquantes utilisées vont de 280 pb à 5 kbp (Kim et al., 1997). Dans certains cas, l'exon 1, l'intron 1 (environ 3 kpb) et le début de l'exon 2 du gène SM22( ont été associés à ces séquences 5'-flanquantes (Moessler et al., 1996; Xu et al., 2003), l'intron 1 étant supposé contenir des séquences régulatrices. Quelle que soit la longueur de la séquence régulatrice utilisée, les transgènes sont précocement et intensément actifs dans le bulbe cardiaque (à l'origine du ventricule droit) et le cône d'éjection dès E9. Cette activité décline dans ce territoire cardiaque rapidement et disparaît entre E13,5 et E15,5 (Li et al., 1996; Moessler et al., 1996) et n'est plus détectable dans la période post-natale. Par contre, l'activité de ces séquences promotrices dans le ventricule gauche est inconstante et est observée dans une lignée sur trois (Xu et al., 2003) et trois lignées sur huit (Hoggatt et al., 2002) obtenues à partir de transgènes identiques. Une forte expression de lacZ est observée dans les CMLv de l'aorte ascendante dès E9 puis elle gagne l'aorte dorsale et l'ensemble de l'arbre artériel (Li et al., 1996; Moessler et al., 1996). S'agissant des CMLv des veines, la majorité des auteurs (Kim et al., 1997; Li et al., 1996; Moessler et al., 1996; Xu et al., 2003) note une absence d'expression de lacZ au cours du développement et chez l'adulte. Pourtant, dans trois lignées sur huit produites avec le même transgène (Hoggatt et al., 2002), il est rapporté une expression de lacZ dans les CMLv veineuses chez les souris adultes. Les CML viscérales ne sont pas le siège d'une activité des transgènes dans la grande majorité des lignées (Kim et al., 1997; Li et al., 1996; Moessler et al., 1996; Xu et al., 2003). Un petit contingent de CML viscérales dans les bronches exprimant lacZ est décrit chez l'adulte dans une étude (Hoggatt et al., 2002). Dans les myotomes, les territoires présomptifs des muscles squelettiques au sein des somites, une activité lacZ est observée au cours du développement (Li et al., 1996; Moessler et al., 1996). Les auteurs décrivent un gradient d'activité débutant à E9,5 rostralement et s'achevant caudalement à E13,5 (Li et al., 1996) ou E14,5 (Moessler et al., 1996). Dans ces mêmes lignées de souris, étudiées à l'âge adulte, l'activité lacZ se maintient dans les CMLv artérielles. Elle est absente des CMLv veineuses, des CML viscérales et du myocarde à l'exception du travail cité plus haut (Hoggatt et al., 2002). Elle n'est pas détectable dans les muscles squelettiques. Il est intéressant de noter que la longueur de la région 5'-flanquante utilisée n'a pas une incidence particulière sur l'intensité ou la spécificité tissulaire de l'expression de lacZ. Par contre, une étude (Xu et al., 2003) utilisant pour le transgène des séquences régulatrices humaines incluant ou non l'intron 1 du gène SM22(, note que la présence d'éléments régulateurs dans l'intron 1 inhibe l'expression de lacZ dans les CMLv du tronc pulmonaire. Pourtant, une autre étude (Moessler et al., 1996) utilisant des séquences de souris ne rapporte pas de différences du profil d'expression de lacZ que l'intron 1 soit présent ou non dans la séquence promotrice. Il est remarquable que la plus courte des séquences utilisées (280 pb de la région 5'-flanquante) (Kim et al., 1997) donne des résultats comparables à ceux obtenus avec des séquences beaucoup plus longues. L'analyse de la séquence nucléotidique du promoteur du gène SM22( a révélé que ce fragment de 280 pb contient 6 sites de fixation de protéines provenant de noyaux de CML dénommés smooth muscle elements (SME 1 à 6). Parmi ces SME, SME1 et  4 correspondent à des boîtes CarG de séquences consensus CC (AT)6GG qui fixent le facteur SRF (Kim et al., 1997). Il a été montré que des promoteurs artificiels, composés de répétitions de l'une ou l'autre de ces boîtes CarG placées en amont d'un promoteur minimal, étaient capables d'induire une expression de lacZ dans les CMLv aortiques, le bulbe cardiaque et les somites de l'embryon de souris (Chang et al., 2001; Strobeck et al., 2001). 

Dans la transgénèse classique, par insertion aléatoire du transgène dans le génome, la variation d'expression phénotypique d'une lignée à l'autre pour un même transgène microinjecté est mise sur le compte des séquences régulatrices dans le génome proches du transgène qui peuvent influencer positivement ou négativement son activité. Deux techniques de transgénèse permettent de contourner ce problème lié à l'insertion aléatoire : l'insertion ciblée du transgène, en particulier dans le site HPRT (Bronson et al., 1996) et le Knock-In (KI) qui consiste à introduire un gène ou à remplacer tout ou partie d'un gène par recombinaison homologue dans un locus prédéfini. L'étude du profil d'expression du gène SM22( a bénéficié de ces deux approches. Un transgène comportant 475 pb de la partie 5'-flanquante du gène en amont de lacZ a été inséré dans le site HPRT (Touw et al., 2007). Deux lignées indépendantes de souris obtenues avec le même transgène par cette technique ont montré un profil d'expression superposable de lacZ chez l'embryon dans les CMLv artérielles et veineuses, le myocarde et les somites. L'activité lacZ chez l'adulte a été retrouvée dans ce modèle dans les CMLv artérielles et veineuses et dans les CML viscérales de quelques organes (vessie et vésicule biliaire) mais elle n'est plus détectable dans le myocarde et les muscles squelettiques. Le KI de lacZ en phase dans le cadre de lecture de SM22( a permis de réaliser le KO de SM22( chez la souris et d'étudier le profil d'expression spatiotemporel du gène (Zhang et al., 2001). Les souris déficientes en SM22( sont viables et fertiles et ne présentent que de subtiles modifications morphologiques des CML de la vessie (Zhang et al., 2001) ou des CMLv contractiles (Je and Sohn, 2007). Dans ce modèle de KI, l'activité lacZ est détectée très précocement (E8), comme le produit du gène naturel, dans l'aire présomptive cardiaque, l'aorte et les somites. Chez l'adulte, elle est détectée dans l'ensemble des CMLv artérielles et veineuses et les CML viscérales. Elle disparaît dans le myocarde et n'est pas présente dans les muscles squelettiques.

D'autres souris génétiquement modifiées ont été produites dans lesquelles des séquences régulatrices du gène SM22( gouvernent l'expression de la Cre-recombinase. Ces souris ont été utilisées pour l'invalidation tissu-spécifique de gènes d'intérêt floxés. Elles ont aussi été croisées avec des souris rapportrices comme la lignée ROSA26R (Soriano, 1999). Dans la souris ROSA26R, un stop transcriptionnel floxé en amont d'une cassette lacZ, a été introduit dans le locus ROSA26 par recombinaison homologue. Sous l'action de la Cre-recombinase, le stop transcriptionnel est excisé et lacZ est exprimé. Des souris transgéniques, obtenues par l'insertion aléatoire de transgènes comportant 1,2 kpb (Miano et al., 2004) ou 2,8 kbp (Holtwick et al., 2002; Lepore et al., 2005) des séquences régulatrices de SM22α en amont de la Cre-recombinase, ont été croisées avec la lignée rapportrice ROSA26R. Dans ces modèles, l'excision provoquée par la Cre-recombinase active lacZ au cours du développement précoce dans le myocarde, les CMLv artérielles mais pas dans les somites (Carvalho et al., 2007; Lepore et al., 2005). La principale différence entre les lignées SM22-Cre et les lignées SM22-lacZ est que, dans les lignées SM22-Cre, l'activité lacZ induite par l'excision subsiste chez l'adulte même dans des tissus où l'activité du promoteur n'a été que transitoire pendant la vie foetale (Lepore et al., 2005). La raison en est que le gène excisé pendant la vie foetale est transmis aux cellules qui contribuent à la croissance de l'organe ou au renouvellement de ses cellules pendant la fin du développement et pendant la vie adulte. La Cre-recombinase a été aussi introduite par KI dans le locus SM22( de la souris (Zhang et al., 2006). Croisée avec la souris ROSA26R, cette lignée montre, chez l'adulte, une activité lacZ dans toutes les CML vasculaires et viscérales ainsi que dans le myocarde. Cependant, à la différence du KI de lacZ dans le locus SM22( (Zhang et al., 2001), la Cre-recombinase ne produirait, selon ces auteurs, l'excision de la séquence floxée qu'à partir du premier jour après la naissance. Ces auteurs (Zhang et al., 2006) n'expliquent pas cette différence. Enfin une Cre-recombinase inductible par le tamoxifène a été introduite par KI dans le locus SM22( (Kuhbandner et al., 2000). Après croisement avec une souris rapportrice, puisque l'induction de l'activité de la Cre-recombinase a été réalisée chez des souris adultes, l'expression de lacZ n'est observée que dans les CMLv artérielles et veineuses ainsi que dans les CML viscérales mais pas dans le myocarde.

Les enseignements à tirer de l'ensemble de ces travaux sur l'utilisation des séquences régulatrices du gène SM22( en transgénèse sont les suivants:
· L'approche par KI (Zhang et al., 2001) montre que l'ensemble des séquences régulatrices du gène sont nécessaires à la récapitulation chez l'animal génétiquement modifié du profil d'expression spatio-temporel du gène naturel.
· Même réduite à 280 pb, la région 5'-flanquante du gène SM22( est capable d'induire une expression dans les principaux types cellulaires où s'exprime le gène endogène. Le profil spatio-temporel d'expression induit par les transgènes dans ces différents types cellulaires dépend pour une faible part de la longueur des séquences régulatrices utilisées mais pour une forte part de l'effet de position résultant de l'intégration aléatoire du transgène. Cet inconvénient peut se tourner en avantage. En effet, selon la lignée de souris SM22-Cre choisie, on peut restreindre l'invalidation du gène floxé d'intérêt uniquement dans les CMLv artérielles ou l'étendre à l'ensemble des CMLv et des CML viscérales ainsi qu'au myocarde. De plus, selon la lignée l’activité de la Cre-recombinase peut être plus au moins précoce. 
La souris SM22-Cre qui a été utilisée dans le présent travail a été créée dans le laboratoire du Dr. Denise Paulin. Le transgène utilisé comprend une séquence de 2126 pb de la région 5'-flanquante du gène SM22( de souris placée en amont de la Cre-recombinase. Cette lignée est représentative des lignées décrites plus haut, obtenues par insertion aléatoire du transgène, dans lesquelles la Cre-recombinase est exprimée précocement (E9,5) dans l'ensemble du myocarde et l'aorte dorsale puis dans l'ensemble des CMLv artérielles et partiellement dans les CML viscérales. En ce qui concerne les CMLv veineuses, la Cre-recombinase n’est exprimée que dans les gros troncs veineux mais pas dans les veinules. Un tel profil d'expression nous a permis d'étudier les conséquences de l'invalidation du TßRII dans le cœur et le système vasculaire. 

V.2.3.2- L’invalidation de la voie de signalisation du TGFß dans les CMLv et le myocarde chez la souris

Nous avons étudié des animaux issus des croisements entre les 2 types de souris utilisées dans le système Cre-LoxP (souris SM22-Cre+/0 et souris Tgfbr2flox/flox). Les souris qui ont un seul allèle invalidé du TßRII dans les tissus où la Cre s’exprime (SM22-Cre+/0 / Tgfbr2wt/flox) sont viables et fertiles et ne se distinguent pas anatomiquement et histologiquement des animaux sauvages. Par contre, les souris de génotype attendu SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox, dans lesquelles se produit l'excision de l'exon 3 ou 4 du TßRII sur les 2 allèles, meurent avant la naissance. La létalité embryonnaire se produit dans le dernier tiers de gestation entre E14,5 et la naissance. Cette létalité embryonnaire systématique est observée pour les 2 lignées de souris dont le gène du TßRII est floxé soit au niveau de l’exon 3 soit au niveau de l’exon 4. Cette interruption du développement embryonnaire due au blocage de la voie du TGFß au niveau des CMLv a été également décrite dans les travaux récents de deux groupes différents. Une équipe (Frutkin et al., 2006) montre que les embryons de génotype SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox meurent au cours du développement embryonnaire sans chercher la cause de cette létalité ni déterminer le stade de développement auquel elle se produit. Peu de temps après, une autre équipe (Carvalho et al., 2007) a montré que cette létalité embryonnaire se produit entre E12,5 et E16,5 en raison d’anomalies du système vasculaire touchant principalement les vaisseaux extra-embryonnaires au niveau du sac vitellin. Bien que nos résultats concordent avec ces travaux antérieurs sur le fait de l’induction de la létalité, une première discordance entre notre travail et celui de Carvalho et al. concerne la période à laquelle les embryons meurent. Ce décalage pourrait être dû à la différence des fragments du promoteur SM22α utilisés dans les lignées transgéniques exprimant la Cre-recombinase. La lignée SM22-Cre utilisée dans notre travail comporte un fragment du promoteur SM22α de 2,126 kpb alors que celle utilisée dans le travail de Carvalho et al. est de 2,8 kpb (Holtwick et al., 2002). Carvalho et al. montrent qu’à E9,5 de développement embryonnaire le nombre de tissus et d’organes où s’exprime Lac Z et l’intensité de l’activité Lac Z dont ils sont le siège sont plus élevés que ce que nous observons au même stade de développement alors que dans notre étude et celle de Carvalho et al. la même lignée de souris rapportrice Rosa 26R a été utilisée.

Beaucoup de travaux d’invalidations géniques ont ciblé différents composants de la voie de signalisation du TGFß. Dans la majorité des cas ces invalidations homozygotes entraînent une létalité en raison d’anomalies vasculaires sévères associées parfois à des malformations cardiaques. En effet, l’invalidation de certains de ces composants entraîne une létalité à E10,5 en raison d’anomalies dans la formation du plexus vasculaire primaire (vasculogénèse) due à une mauvaise différenciation des cellules endothéliales comme c’est le cas des souris KO pour TGFß1 ou de son récepteur TßRII (Kulkarni et al., 1993; Oshima et al., 1996). D’autres invalidations entraînent une létalité un peu plus tardive, aux alentours de E11,5-E12,5, en raison d’anomalies de l’angiogénèse lors de l’extension, du remodelage et de la maturation du réseau vasculaire comme dans le cas des invalidations de l’endogline (Arthur et al., 2000), d’ALK1 (Oh et al., 2000; Urness et al., 2000), d’ALK5 (Larsson et al., 2001) ou de Smad 5 (Chang et al., 1999; Yang et al., 1999). Dans ces modèles de souris KO les anomalies vasculaires observées touchent principalement le processus de mise en place du réseau vasculaire et de son expansion. De telles anomalies de la vasculogénèse et de l’angiogénèse à leur phase initiale entraînent une létalité plus précoce (entre E9,5 et E11,5) par rapport à celle observée dans nos embryons mutants SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox qui se produit au delà de E14,5. Nous pouvons en conclure que la voie du TGFß dans les CMLv et les cardiomyocytes est impliquée dans des étapes du développement vasculaire plus tardives mais essentielles à la survie de l’embryon. 
L’analyse immunohistochimique des embryons mutants SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox âgés de E14,5 à E18,5 par rapport à des embryons témoins de même âge identifie les anomalies cardiovasculaires. Il est à noter que les anomalies cardiovasculaires observées sont identiques chez les embryons mutants obtenus avec les deux lignées Tgfbr2flox/flox utilisées. Au niveau du cœur des embryons SM22(-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox, les anomalies ne sont pas systématiquement observées chez tous les mutants, elles sont présentes à une fréquence non négligeable (environ 50 %). Certaines anomalies touchent les ventricules dont la paroi est anormalement fine à cause de défauts de trabéculation et de compaction du myocarde. D’autres se manifestent par des défauts de septation interventriculaire ou interauriculaire. Dans un travail récent (Jiao et al., 2006), les souris porteuses d’une invalidation spécifique du TßRII dans les cardiomyocytes par l’utilisation d’une Cre-recombinase sous le contrôle du promoteur de l’isoforme cardiaque de la troponine T présentent une fréquence plus faible de défauts de septation ventriculaire (2 foetus sur 24 mutants) et un cas de malpositionnement des gros vaisseaux. De très nombreux modèles de souris génétiquement modifiées comme nos embryons mutants présentent des phénotypes variables. La question a été particulièrement étudiée dans le cas des souris KO pour le TGFß1. Dans les descriptions originales du phénotype TGFß1-/- sur un fonds génétique soit 129/sv (Kulkarni et al., 1993), soit C57BL/6 (Shull et al., 1992), les souris homozygotes TGFß1-/- naissaient vivantes mais mouraient peu de temps après le sevrage du fait d'une réponse inflammatoire massive. Plus tard, il apparut que la sévérité du phénotype était très dépendante de la souche de souris dans laquelle l'invalidation du gène TGFß1 était introduite. Quand des embryons TGFß1-/- ont été produits sur fonds génétique mixte C57BL/6 x NIH/Ola environ la moitié d'entre eux mourait à E10 à cause d'anomalies de l'hématopoïèse et de la vasculogénèse dans la vésicule vitelline (Dickson et al., 1995). Les autres étaient morphologiquement normaux à la naissance mais mouraient après le sevrage. Un gène proche du locus du gène du TGFß1 sur le chromosome 5 a été identifié comme étant responsable du degré de dépendance des différentes souches de souris vis à vis du TGFß (Bonyadi et al., 1997). Dans nos croisements, les embryons avaient des fonds génétiques hétérogènes puisque la lignée de souris SM22-Cre et les deux lignées Tgfbr2flox utilisées étaient en cours de passage sur le fonds génétique C57BL/6. Cette hétérogénéité de fonds génétique est certainement en partie responsable de l'hétérogénéité du phénotype cardiaque des embryons SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox. 

Les malformations cardiaques trouvées chez les embryons SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox ont été aussi décrites dans d’autres modèles de souris déficientes en certains éléments de la voie de signalisation du TGFß. En effet, des souris KO pour le récepteur de type III du TGFß (Tgfbr3-/-) ou pour les isoformes du TGFß (TGFß2-/-, TGFß1-/- et TGFß3-/-) présentent des anomalies plus au moins sévères du développement du myocarde et des ventricules (Azhar et al., 2003; Stenvers et al., 2003). 
Contrairement aux anomalies cardiaques, les anomalies vasculaires sont communes à tous les mutants SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox. Ces embryons présentent des malformations vasculaires qui touchent exclusivement l’aorte descendante principalement dans sa portion thoracique et moins fréquemment dans sa partie abdominale. L’aorte ascendante ainsi que les autres gros vaisseaux sont morphologiquement indistinguables de ceux des embryons témoins. Cette limitation des altérations principalement dans l’aorte thoracique peut sans doute s’expliquer par le caractère mosaïque des CMLv (Majesky, 2007). En effet, au cours du développement, les CMLv proviennent d’origines embryonnaires différentes aboutissant à une distribution hétérogène de ces cellules au sein de l’aorte et des autres vaisseaux de l’arbre artériel. Des sous-types distincts de CMLv sont identifiés dans différents vaisseaux et même les segments d’un vaisseau peuvent être composés de CMLv qui sont issues de cellules progénitrices différentes. Les CMLv qui constituent l’aorte thoracique surtout sur son aspect dorsal sont d’origine mésodermique et proviennent des somites (Esner et al., 2006; Pouget et al., 2006). Une invalidation de la voie du TGFß pourrait sélectivement avoir un impact sur ce sous-type de CMLv originaire des somites alors que les CMLv ayant une autre origine ne seraient pas affectées. Cette hypothèse est bien étayée par les études montrant que des sous-types de CMLv provenant d’origines embryologiques différentes ne répondent pas de la même façon au TGFß. En effet, le TGFß régule différemment la prolifération et la réponse transcriptionnelle de certains gènes selon que les CMLv sont issues des crêtes neurale ou du mésoderme (Gadson et al., 1997; Thieszen et al., 1996; Topouzis and Majesky, 1996).

Les anomalies vasculaires observées au niveau des embryons porteurs de l’invalidation du TßRII sur les 2 allèles dans les CMLv consistent en la formation d’une paroi de l’aorte thoracique de contour et d’épaisseur irréguliers, présentant des dilatations allant dans certains cas jusqu’à un anévrisme. Dans les aortes thoraciques de ces mutants, on observe de larges portions de la média dans lesquelles les fibres élastiques sont absentes ou fragmentées. Ce défaut des fibres élastiques au niveau de l’aorte qui a été observé chez nos souris où la voie de signalisation du TGFß est bloquée dans les CMLv est également trouvé chez des souris fibuline-4-/-, fibuline-5-/-, Lox-/- et fibrilline-1-/-. Toutes ces protéines fibrillaires sont nécessaires à la formation des fibres élastiques et à l’assemblage de ses différents composants (Hanada et al., 2007; Hornstra et al., 2003; Maki et al., 2002; McLaughlin et al., 2006; Nakamura et al., 2002; Yanagisawa et al., 2002). La formation des fibres élastiques ne se fait que pendant une période restreinte de la vie. Au cours du développement embryonnaire de la souris, la synthèse des fibres élastiques dans la média de l’aorte commence à E14 avec un pic à E18, elle reste élevée après la naissance puis diminue rapidement et reste à un niveau faible jusqu’à l’âge adulte (Kelleher et al., 2004). Cette phase du développement de la souris où l’expression de l’élastine est maximale correspond précisément à la période pendant laquelle la létalité se produit chez nos mutants comme si la létalité se produisait au moment où la formation des fibres élastiques est nécessaire dans l’aorte thoracique pour résister aux contraintes mécaniques comme la pression sanguine que subit la circulation fœtale à partir de la deuxième moitié de la gestation (Srivastava et al., 1997). L’absence ou la discontinuité des lames élastiques observées chez les mutants SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox suggèrent que l’invalidation du TßRII sur les 2 allèles des CMLv de l’aorte thoracique entraîne soit un défaut dans la synthèse d’un des deux composants essentiels des fibres élastiques, la tropoélastine (90 %) et les microfibrilles (10 %), soit une dégradation accrue de ces fibres. Une hypothèse alternative serait un défaut d’assemblage entre les différents composants de ces fibres élastiques. En effet, outre la tropoélastine et les microfibrilles de fibrilline, il existe au moins 19 autres molécules protéiques ou glycoprotéiques qui peuvent s’y associer (Mithieux and Weiss, 2005). Parmi ces molécules, certaines sont potentiellement impliquées dans l’assemblage et dans la stabilisation des fibres élastiques comme les fibulines et l’émiline-1 (McLaughlin et al., 2006; Zanetti et al., 2004). L’expression de ces molécules associées pourrait être aussi perturbée par l’invalidation de la voie du TGFß dans les CMLv aortiques. 

La fibrilline-1 est le constituant majeur des microfibrilles associées aux fibres élastiques. Des mutations de la fibrilline-1 sont responsables du syndrome de Marfan de type 1. Cependant, des mutations ou des invalidations constitutives des fibrillines n’entraînent pas de létalité au stade embryonnaire contrairement à nos embryons mutants SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox. De plus, les altérations des lames élastiques décrites dans ces modèles de souris sont moins accentuées que celles que nous observons (Carta et al., 2006). Dans la mesure où les souris fibrilline-2-/- sont viables, nous écartons l’hypothèse selon laquelle le phénotype de nos mutants serait la conséquence d’une altération des fibrillines. 

Dans l’analyse du phénotype des embryons SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox, notre attention s’est d’abord focalisée sur la tropoélastine, le précurseur de l’élastine. De nombreuses observations ont montré que les CMLv sont la source majeure de la synthèse d’élastine dans la média des artères (Sauvage et al., 1998). Le TGFß stimule l’expression de la tropoélastine (Kuang et al., 2007) et il augmente la stabilité de ses ARNm (Kucich et al., 2002). L’immunoréactivité du TGFß est détectée dans les CMLv de l’aorte qui synthétisent l’élastine (Sauvage et al., 1998). Cependant, notre analyse immunohistochimique de l’aorte thoracique des embryons mutants en comparaison de celle des embryons contrôles suggère que l’invalidation de la voie du TGFß dans les CMLv ne modifie pas la synthèse de tropoélastine. Ceci nous conduit à proposer que l’altération des fibres élastiques observée chez les embryons mutants se produit à des étapes plus tardives que la synthèse de tropoélastine et pourrait être due soit à une dégradation des fibres élastiques par les enzymes protéolytiques telles que les métalloprotéinases soit à un défaut de l’assemblage des molécules constitutives des fibres élastiques. Pour établir si la dégradation enzymatique des fibres élastiques était en cause,  nous avons étudié par immunohistochimie l’expression de MMP-2. Cette enzyme de la famille des métalloprotéinases est principalement exprimée au niveau des CMLv (Crowther et al., 2000). De plus, son expression élevée dans la paroi des anévrismes aortique chez la souris est impliquée dans la dégradation protéolytique des fibres élastiques observée dans ces anévrismes (Chung et al., 2007). Notre étude immunohistochimique ne montre pas de surexpression de MMP-2 dans la média de l’aorte des embryons mutants par rapport aux embryons contrôles. Nos résultats ne s’accordent pas avec les hypothèses d’un défaut de synthèse de tropoélastine ou d’une dégradation accrue des fibres élastiques par la MMP-2 et suggèrent plutôt que ces altérations des fibres élastiques de l’aorte thoracique des embryons mutants porteurs de l’invalidation de la voie du TGFß dans les CMLv pourraient être dues à un défaut d’assemblage des fibres élastiques.

La première étape de l’assemblage des fibres  élatiques est catalysée par la lysyl oxydase (LOX). Cette enzyme est responsable de la seule et unique modification post-traductionnelle de la tropoélastine, la désamination oxydative des résidus lysines de la tropoélastine, entraînant la formation des acides aminés de pontage, les desmosines, entre les molécules de tropoélastine pour former le réseau d’élastine insoluble. Le déficit en LOX chez la souris entraîne une diminution de desmosine de l’ordre de 60 % ce qui se traduit par une discontinuité des lames élastiques (Hornstra et al., 2003; Maki et al., 2002). Les souris LOX-/- meurent dans la période périnatale, en raison de défauts vasculaires aortiques sévères qui se manifestent par des ruptures d’anévrismes consécutives à la désorganisation et à la fragmentation des fibres élastiques et de collagène (Hornstra et al., 2003). Il est intéressant de noter que, dans les CMLv, le TGFß stimule l’assemblage et la formation des fibres élastiques en augmentant l’expression ainsi que l’activité de la lysyl oxydase (Goto et al., 2005; Shanley et al., 1997). Du fait de la forte ressemblance du phénotype vasculaire de nos mutants SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox avec les souris LOX-/-, une déficience d’expression de LOX dans les CMLv de nos embryons mutants est un mécanisme plausible pour expliquer les altérations morphologiques de la média et la mortalité embryonnaire observées. D’autre part, l’invalidation chez la souris de plusieurs gènes codant pour des protéines associées à l’élastine et à la fibrilline et qui interviennent dans l’assemblage de la fibre élastique montre au niveau de la média de l’aorte des phénotypes qui s’apparentent à celui que nous décrivons. En effet, les souris invalidées pour le gène de la fibuline-5 présentent un réseau de fibres élastiques hautement désorganisé et irrégulier dans tous les tissus élastiques. L’aorte est tortueuse, perd en élasticité mais ne présente pas d’anévrismes. De plus les souris sont viables jusqu’à l’âge de 6 mois (Nakamura et al., 2002; Yanagisawa et al., 2002). L’émiline-1, est une autre protéine nécessaire à la stabilisation des fibres élastiques. Les souris émiline-1-/- présentent une morphologie anormale des fibres élastiques et une altération de l’ancrage des CMLv et des cellules endothéliales aux lames élastiques. Mais dans ce modèle, les animaux invalidés sont viables et ne présentent pas d’anévrismes (Zacchigna et al., 2006; Zanetti et al., 2004). Par contre, l’invalidation de la fibuline-4 entraîne, d’une façon identique à ce que nous observons chez nos mutants, une létalité embryonnaire en relation avec des anomalies vasculaires sévères (McLaughlin et al., 2006). Les souris KO pour la fibuline-4 ne possèdent pas de lames élastiques mais présentent plutôt des agrégats d’élastine contenant des filaments contrairement à l’apparence amorphe des fibres élastiques normales. De plus, dans ces souris des anévrismes artériels sont observés (McLaughlin et al., 2006).

L’ensemble de ces travaux montre la concordance du phénotype aortique de nos embryons avec invalidation de la voie de signalisation du TGFß avec les phénotypes observés chez les souris Lox-/- et fibulin-4-/-. Nous proposons que les altérations des fibres élastiques de nos mutants SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox résultent essentiellement d’un défaut d’assemblage de la lame élastique.

V.2.3.3- Rôle du TGFß dans la pathologie de la média aortique

La démonstration d’un lien entre mutations et activation de la voie de signalisation du TGFß dans des pathologies comme le syndrome de Marfan et d’autres pathologies, comme le syndrome de Loeys-Dietz et les formes familiales d'anévrisme avec dissection de l'aorte thoracique (TAAD), qui s'y apparentent du fait d'anomalies aortiques très comparables, est l'objet d'une recherche intensive depuis quelques années (Mizuguchi and Matsumoto, 2007). 

Le rôle causal de l'activation de la voie de signalisation du TGFß dans le syndrome de Marfan de type 1 classique (avec mutation du gène de la fibrilline-1) est démontré expérimentalement dans des souris porteuses de mutations de la fibrilline-1, modèles de syndrome de Marfan. L'immunoneutralisation du TGFß in vivo bloque l'apparition des lésions consécutives aux altérations des fibres élastiques en particulier au niveau de l'aorte (Habashi et al., 2006), dans le parenchyme pulmonaire (Neptune et al., 2003) ou dans les valves mitrales (Ng et al., 2004). De plus, il est possible dans ces modèles animaux, de prévenir la formation des anévrismes par l'administration d'un inhibiteur du R-AT1, le losartan (Habashi et al., 2006). Comme cela a été dit plus haut, la stimulation de l'expression du TGFß1 par l'Ang II peut être bloquée par cette approche pharmacologique. De plus, une relation entre pathologie de la média aortique et activation de la voie de signalisation du TGFß a été montrée dans les souris fibuline-4-/- (Hanada et al., 2007). L'analyse du transcriptome des lésions aortiques chez ces animaux montre une surexpression du TGFß1 et d'un grand nombre de ses gènes cibles. Une relation causale a aussi été établie entre les anomalies artérielles de la média aortique observées chez les souris émiline-1-/- et l'activation de la voie de signalisation du TGFß (Zacchigna et al., 2006). En effet, l'inactivation d'un allèle du gène du TGFß1 dans les souris émiline-1-/- diminue de moitié l'expression du TGFß1. La moindre activation de la voie de signalisation du TGFß qui en résulte prévient l'apparition des altérations de la média aortique malgré la déficience en émiline-1. 

Par contre, concernant les mutations du TßRI et du TßRII identifiées dans le syndrome de Marfan de type 2, c'est à dire sans mutation du gène de la fibrilline-1 (Mizuguchi et al., 2004) ou chez les patients atteints du syndrome de Loeys-Dietz (Loeys et al., 2005), les conséquences fonctionnelles des mutations des récepteurs sur la voie de signalisation du TGFß font l'objet d'interprétations contradictoires par les deux équipes qui les ont décrites. Dans un groupe (Mizuguchi et al., 2004), ces mutations sont inactivatrices et des expériences de transfection in vitro montrent que ces formes mutées transmettent de façon défectueuse le signal du TGFß. L'autre groupe (Loeys et al., 2005) montre, au moins sur un échantillon chirurgical d'aorte de patient, que le niveau de la forme active phosphorylée de Smad 2 y est paradoxalement élevé en dépit de la présence d'un allèle muté du TßRII.

Comment notre étude sur les conséquences de l'invalidation de la voie de signalisation du TGFß dans les CMLv s'inscrit-elle dans les travaux cités ci-dessus? Dans notre modèle, les CMLv perdent, précocement au cours du développement, toute sensibilité aux effets du TGFß. Tel n'est pas le cas dans le syndrome de Marfan ou dans les modèles animaux qui le reproduisent. Dans le syndrome de Marfan de type 1, l'altération de la matrice extracellulaire consécutive à la mutation de la fibrilline-1 augmente la biodisponibilité et l'activité du TGFß, ce qui entraîne une suractivation des CMLv qui ont gardé la sensibilité au TGFß. Notre modèle n'a donc que peu de pertinence pour la compréhension des mécanismes qui conduisent aux altérations de la média aortique dans le syndrome de Marfan de type 1. Par contre, notre modèle d'invalidation du TßRII dans les CMLv semble beaucoup plus pertinent pour l'étude du syndrome de Marfan de type 2, du syndrome de Loeys-Dietz et des formes familiales de TAAD, pathologies dans lesquelles des mutations du TßRII ont été décrites. L'interprétation que nous donnons des altérations de la média aortique qui peuvent conduire à la formation d'anévrismes repose sur une incapacité des CMLv, insensibles au TGFß, à assembler des fibres élastiques fonctionnelles. Cette interprétation est en accord avec les données expérimentales (Mizuguchi et al., 2004) démontrant le caractère inactivateur des mutations du TßRII identifiées chez les patients et avec l'analyse in silico des conséquences délétères du même type de mutations sur l’activité du TßRII (Matyas et al., 2006; Pannu et al., 2005). Pourtant, notre modèle diffère des cas pathologiques chez l'homme dans la mesure où nous n'observons de phénotype que chez les animaux dans lesquels l'invalidation du TßRII est homozygote, alors que les pathologies humaines surviennent chez des patients hétérozygotes pour les mutations du TßRII. D'un côté cette différence sous-entend que les mutations germinales homozygotes du TßRII sont létales au cours du développement chez l'homme comme l’est le KO du TßRII chez la souris. D'un autre côté, l'absence de phénotype chez nos souris hétérozygotes pour l'invalidation du TßRII est peut être la conséquence du fait que l'invalidation ne touche que les CMLv, alors que, chez les patients, la mutation germinale du TßRII touche toutes les cellules de l'organisme. Il est cependant à noter que, dans la description des KO classiques du TßRII et du TßRI, les auteurs n'ont pas décrit d'anomalies chez les animaux TßRII+/- (Oshima et al., 1996) , ALK5+/- (Larsson et al., 2001). Il serait néanmoins intéressant de rechercher chez ces adultes ou nos adultes hétérozygotes pour l'invalidation générale ou restreinte aux CMLv du TßRII si de subtiles anomalies de la média de l'aorte ne peuvent pas être décelées. Des mutations inactivatrices du TßRII hétérozygotes, comme chez les patients, ou homozygotes, comme dans notre modèle de souris, sont-elles absolument incompatibles avec la suractivation du médiateur intracellulaire Smad 2 qui est suggérée dans le syndrome de Loeys-Dietz (Loeys et al., 2005)? Comme cela est rapporté dans l'introduction de ce mémoire, Smad 2 et Smad 3 sont des médiateurs intracellulaires de la signalisation non seulement du TGFß mais aussi des activines et de Nodal. On ne peut pas écarter l'hypothèse qu'une invalidation partielle ou complète de la voie de signalisation du TGFß par mutation hétérozygote ou homozygote du TßRII puisse entraîner des mécanismes de compensation, en particulier une suractivation de la voie de signalisation passant par les activines et aboutissant à la phosphorylation de Smad 2. Un tel mécanisme de compensation a été décrit récemment (Carvalho et al., 2007). En effet, le KO du TßRI chez la souris est précocemment létal et produit des anomalies de l'angiogénèse et des malformations artérioveineuses (Oh et al., 2000; Urness et al., 2000). Cependant par immnohistochimie (Carvalho et al., 2007), des niveaux élevés de Smad 2 active phosphorylée sont observés dans la vascularisation du sac vitellin des embryons TßRI-/-. Les auteurs observent que chez ces embryons, le récepteur de type I des activines ActR-IB (ALK4) est surexprimé en compensation de l'invalidation du TßRI. Il reste à démontrer si l'invalidation hétérozygote ou homozygote du TßRII peut induire des mécanismes de compensation similaires.
VI-  CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES
Notre travail apporte des résultats originaux sur le rôle du TGFß dans la physiopathologie des CMLv sur un modèle cellulaire in vitro et in vivo sur des souris transgéniques dans lesquelles la voie de signalisation du TGFß est invalidée dans les CMLv.

La partie in vitro porte sur les effets du TGFß sur la prolifération, l’apoptose, la différenciation des CMLv et sur le système rénine angiotensine. En effet la régulation des fonctions biologiques des CMLv et l’interaction TGFß-SRA au niveau de la paroi vasculaire sont d’une pertinence majeure pour la compréhension de la pathogénie de l’athérosclérose, la resténose et l’hypertension. Concernant la croissance des CMLv, nous montrons par l’étude de la prolifération et de l’apoptose en fonction de la densité cellulaire que le TGFß est un régulateur bifonctionnel densité-dépendant de la croissance cellulaire. Cette régulation densité-dépendante exercée par le TGFß repose sur une régulation non conventionnelle des processus de prolifération et d’apoptose. Au niveau de la prolifération, nous montrons que le TGFß impose aux cellules un rythme de prolifération modéré mais constant indépendamment de la densité cellulaire. Ceci a été bien démontré quelque soit la densité cellulaire par un niveau constant de synthèse d’ADN par cellule et par une fraction constante des cellules en phase S. Au niveau moléculaire, la constance de l’expression de p27 et du degré de phosphorylation de pRb explique bien le taux de prolifération stable observé en présence de TGFß à toutes les densités cellulaires. Cette étude de la prolifération des CMLv en fonction de la densité cellulaire révèle un rôle très important du TGFß sur les cellules confluentes, puisqu’il est capable de lever l’inhibition de contact observée dans les cellules non traitées à forte confluence. L’étude au niveau moléculaire montre que le TGFß induit, à fortes densités cellulaires, une diminution importante du marqueur de quiescence cellulaire p27 et une augmentation de la cycline E. Ces résultats fournissent des indices rationnels relatifs au mécanisme permettant aux cellules en réponse au TGFß d’échapper à l’inhibition de contact et de réintégrer le cycle cellulaire en les libérant de la quiescence. Ce rôle du TGFß dans la régulation du phénomène de la quiescence cellulaire mérite d’être étudié plus avant afin de déterminer les gènes cibles régulés par le TGFß pour faire échapper les cellules à l’inhibition de contact et leur faire réintégrer le cycle cellulaire. Les CMLv constituent donc un modèle adéquat dans lequel les mécanismes de levée de l’inhibition de contact par le TGFß peuvent être élucidés par l’analyse du transcriptome à haut débit de cellules confluentes traitées ou non par le TGFß. Les mécanismes responsables de la quiescence des cellules par inhibition de contact restent mal connus. Néanmoins, les variations dans l’expression ou la phosphorylation des protéines du cycle cellulaire que nous observons (cycline E, p27 et pRb) pourraient expliquer, au moins en partie, les mécanismes impliqués dans la levée de la quiescence des cellules confluentes. Indépendamment de la prolifération, l’apoptose régule également la croissance cellulaire et, dans notre modèle de CMLv, nous montrons que le TGFß est un régulateur puissant de ces deux fonctions biologiques. Notre travail fournit des résultats originaux sur la contribution de l’effet apoptotique du TGFß à son effet bifonctionnel sur la croissance des CMLv. En effet contrairement à la prolifération, la régulation de l’apoptose par le TGFß est densité dépendante. L’effet apoptotique du TGFß sur les CMLv est inversement corrélé à la densité cellulaire. Le TGFß induit une apoptose forte à faible densité cellulaire puis son effet diminue au fur et à mesure que la densité augmente jusqu’à devenir négligeable à fortes densités cellulaires où le TGFß perd complètement son effet apoptotique. Sur le plan moléculaire la régulation de l’apoptose par le TGFß repose sur une modulation de la voie de survie PI3 Kinase telle que l’activité apoptotique du TGFß est inversement proportionnelle à l’activité de la voie de survie PI3 Kinase. La question soulevée par notre travail, et qui nécessite d’être approfondie, est de comprendre comment l’activité de la voie PI3 Kinase en réponse au TGFß est modulée différemment selon la densité cellulaire. En réponse au TGFß, l’inhibition de la PI3 Kinase observée à faible densité cellulaire se transforme en une activation à forte densité. L’utilisation de clones surexprimant le médiateur Smad 3 sous sa forme fonctionnelle ou mutée nous permet d’établir dans quelle mesure Smad 3 est impliquée dans la prolifération, l’apoptose et la différenciation induites par le TGFß. Smad 3 n’est que partiellement impliquée dans le contrôle de la prolifération par le TGFß. Elle est le médiateur responsable de l’effet apoptotique du TGFß sur les CMLv. Enfin, Smad 3 est impliquée comme un régulateur négatif de la différenciation des CMLv.

Dans le cadre des études des interactions entre le système rénine-angiotensine (SRA) et le système TGFß et surtout dans le but de préciser si l’effet du TGFß dans les CMLv permet de potentialiser ou antagoniser l’effet du SRA au niveau vasculaire, l’étude de l’effet du TGFß sur l’expression d’un des composants essentiels du SRA qui est le médiateur principal des effets relayés par l’Ang II, le récepteur de type I de l’Ang II (R-AT1), montre que le TGFß régule négativement la densité des R-AT1 sur les CMLv par un mécanisme transcriptionnel. Ces résultats suggèrent l’existence d’une boucle de rétrocontrôle négatif induite par le TGFß sur le SRA de la paroi artérielle ce qui est en accord avec des résultats obtenus au niveau des cellules du tubule proximal du rein. Par contre dans d’autres types cellulaires tels que les cellules du cortex-surrénalien et les fibroblastes pulmonaires, le TGFß stimule l’expression du R-AT1 et la liaison de l’Ang II. Cet effet du TGFß sur la régulation de l’expression du RAT1-dépendante du type cellulaire- montre une nouvelle fois le caractère hautement contextuel des effets du TGFß.
Dans la partie in vivo, nous avons utilisé un modèle de souris transgéniques avec invalidation de la voie du signalisation du TGFß dans le système cardiovasculaire pour élucider le rôle du TGFß dans ce système. L'invalidation embryonnaire précoce de la voie du TGFß spécifiquement dans le myocarde et les CMLv de la paroi artérielle entraîne une létalité embryonnaire au cours du dernier tiers de gestation en raison d’anomalies cardiovasculaires sévères. Plusieurs cas de létalité embryonnaire ont été décrits dans des souris KO pour différents éléments de la voie du TGFß tels que TGFß1, TßRII, ALK2, ALK5 et endogline. Ces souris meurent entre E9,5 et E11,5 en raison d’une vasculogénèse et d’une angiogénèse défectueuses. A la différence de ces souris KO, les embryons mutants SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox meurent entre E14,5 et E18,5 en raison des anomalies vasculaires sévères touchant systématiquement la média de l’aorte descendante essentiellement dans sa portion thoracique associées occasionnellement à des malformations cardiaques à une fréquence de 50 % environ. Certaines anomalies cardiaques observées chez les embryons mutants touchent les ventricules dont la paroi est anormalement fine à cause de défauts de trabéculation et de compaction du myocarde alors que d’autres se manifestent par des défauts de septation interventriculaire ou interauriculaire. La paroi vasculaire des mutants SM22-Cre+/0 / Tgfbr2flox/flox présentent des défauts qui se manifestent par une irrégularité de contour et d’épaisseur provoquant une fragilisation de la paroi artérielle et des dilatations allant dans certains cas jusqu’à la formation d’anévrismes. Cette désorganisation de l’architecture de la paroi artérielle est due à une fragmentation sévère des lames élastiques au niveau de la média ou même à une absence totale des fibres élastiques dans certaines portions de l’aorte thoracique. De tels défauts caractérisent la paroi vasculaire des patients atteints de syndrome de Marfan ou de pathologies proches caractérisées par des complications cardiovasculaires sévères. L’analyse immunohistochimique de l’aorte thoracique des embryons mutants porteurs de l’invalidation du TßRII sur les 2 allèles dans les CMLv en comparaison de celle des embryons contrôles permet de conclure que les altérations des fibres élastiques observées chez les mutants ne semblent pas être le résultat d’un défaut de synthèse des éléments constitutifs des fibres élastiques ni de leur dégradation accrue par les métalloprotéinases mais plutôt d’un défaut d’assemblage des molécules constitutives des fibres élastiques. Parmi les nombreuses molécules impliquées dans l’assemblage des fibres élastiques, nous proposons qu’un déficit en lysyl oxydase ou en une protéine associée aux fibres élastiques comme la fibuline-4 puisse être à l’origine de ces altérations des fibres élastiques, ceci en raison de la forte concordance entre le phénotype de l’aorte de nos embryons mutants avec les phénotypes observés chez les souris Lox-/- et fibulin-4-/-.
La létalité embryonnaire provoquée par l’invalidation de la voie de signalisation du TGFß dans les CMLv ne permet pas d’étudier le rôle du TGFß dans la physiopathogie des CMLv dans la paroi vasculaire chez l'adulte. Pour contourner ce problème de létalité embryonnaire, nous avons commencé à utiliser une lignée de souris exprimant la Cre-recombinase inductible par le tamoxifène. Cette lignée a été mise à notre disposition dans le cadre d'une collaboration (Dr. Stefan Offermanns, Heidelberg, Allemagne). Les croisements de la lignée SM-MHC-Cre inductible avec les lignées de souris dont le TßRII est floxé sont déjà en cours. Nos résultats préliminaires montrent que, contrairement à l’invalidation embryonnaire du TßRII, l’invalidation de TßRII dans les CMLv à l’âge adulte n’entraîne pas de létalité. Ces souris où la voie du TGFß est spécifiquement invalidée dans les CMLv seront utilisées pour déterminer l’implication du TGFß au niveau des CMLv dans les processus de remodelage de la paroi artérielle. Enfin l’introduction de l’invalidation d’ApoE dans la lignée permettra d'étudier les conséquences de l'invalidation de la voie du TGFß dans les CMLv sur le développement de l'athérosclérose. D’autre part nous voulons préciser sur ce modèle la nature de l’interaction entre le TGFß et le système rénine angiotensine afin de déterminer si le TGFß s’oppose ou aggrave les effets de l’Ang II sur les maladies vasculaires.
Titre de la thèse 
Résumé de la thèse en français 

Ce travail éclaire le rôle du TGFß dans la physiopathologie des CMLv in vitro sur des CMLv en culture et in vivo dans des souris transgéniques avec invalidation de la voie de signalisation du TGFß dans les CMLv. In vitro, nous montrons comment le TGFß inhibe ou stimule à faible ou forte densité cellulaire, respectivement, la croissance des CMLv. Le TGFß impose, indépendamment de la densité, un niveau faible mais constant de prolifération et, à forte densité, les CMLv échappent à l’inhibition de contact. Par contre, le TGFß n’induit l’apoptose des CMLv qu’à faible densité. Relativement aux cellules non traitées, à faible densité, la proliferation réduite et la forte apoptose inhibent la croissance des CMLv traitées mais, à forte densité, le maintien de la prolifération en l’absence d’apoptose stimule la croissance des cellules traitées. Ces effets du TGFß sur la prolifération et l’apoptose des CMLv reposent sur une régulation non conventionnelle des protéines du cycle cellulaire et de la voie de survie PI3 Kinase/Akt. Dans les souris transgéniques, l’invalidation de la voie de signalisation du TGFß dans les CMLv est létale entre E14,5 et E18,5 en raison d’anomalies vasculaires systématiques et cardiaques occasionnelles. Dans l’aorte thoracique descendante, les fibres élastiques sont soit absentes soit fragmentées et des anévrismes sont observés. L’expression de tropoélastine et de MMP-2 n’étant pas modifiée, un défaut d’assemblage des fibres élastiques, dont le mécanisme reste à être précisé, semble être responsable des lésions observées. Notre travail montre que la voie de signalisation du TGFß dans les CMLv est cruciale pour la régulation de leur croissance et pour la formation d’une paroi artérielle fonctionnelle.  

Title of thesis : 
Role of Transforming Growth Factor ß (TGF-ß1) on vascular smooth muscle cell (vSMC) growth in culture and vSMC development in transgenic mice
Resumé en anglais 

This work sheds light on the role of TGF-ß1 on vSMC physiopathology in vitro on vSMC cultures and in vivo in transgenic mice invalidated for TGFß-signaling in the vSMCs. In vitro, we show how TGFß inhibits or stimulates at low or high density, respectively, vSMC growth. TGFß dictates, at all cell densities, a low but constant proliferation rate so that, at high density, vSMCs escape from contact inhibition. In contrast, TGFß induces apoptosis only at low density. By comparison with untreated vSMCs, at low density, the reduced proliferation and strong apoptosis inhibit the growth of TGFß-treated cells while, at high density, maintenance of proliferation in the absence of apoptosis stimulates the growth of TGFß-treated vSMCs. These effects of TGFß on vSMC proliferation and apoptosis relie on unconventional regulation of cell-cycle proteins and the cell-survival pathway PI3 Kinase/Akt. In transgenic mice, invalidation of TGFß signaling in vSMCs is lethal between 14.5 and 18.5 dpc due to systematic vascular and occasional cardiac defects. In the descending thoracic aorta, elastic fibers are either absent or fragmented and aneurysms are present. Tropoelastin and MMP-2 expressions being not altered, a defect in elastic fiber assembly, the mechanism of which has to be identified, should be responsible for the defects observed. Our work demonstrates that TGFß signaling pathway in the vSMCs is crucial for the regulation of their growth and proper building of a functional aortic wall.
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