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RESUME

Activine receptor-like kinase-1 (ALK1) est un récepteur des Bone
Morphogenetic Proteins (BMPs) de type-1 spécifique des cellules endothéliales. Il
joue un réle crucial dans le développement des vaisseaux sanguins en se liant au
ligand circulant Bone Morphogenetic Protein 9 (BMP9) et ses effets se traduisent par
le remodelage et la maturation des vaisseaux sanguins. Il a été démontré que
’activation de ALK entraine la quiescence des cellules endothéliales vasculaires.
Cependant dans certains cas, ALK1 peut également induire la prolifération et la
migration des vaisseaux sanguins. Les mécanismes sous-jacents & cette double
activité demeurent néanmoins inconnus.

Suite a la liaison récepteur-ligand, la signalisation de ALK entraine la
formation de complexes avec différents BMP-récepteurs de type-II: Activin
Receptor II-A (ActRIIA), Activin Receptor II-B (ActRIIB) et BMP receptor II
(BMPRII). L’implication de ces trois récepteurs de type-II sur la signalisation de
ALK1 n’a été que tres peu reportée dans la littérature. Notre hypothése soutient que
les récepteurs de type II peuvent moduler la signalisation du complexe ALK1/BMP9
et influencer le développement des vaisseaux sanguins. Les travaux réalisés ont eu
pour but d’évaluer les implications fonctionnelles des récepteurs de type II dans la
signalisation de ALKI dans les cellules endothéliales et leurs répercussions sur
I’angiogenése. Dans un premier temps, nous avons étudié les voies de signalisations
induites par la BMP9 dans des cellules endothéliales en présence ou en absence des
récepteurs de type II. Par la suite, nous avons évalu€ la contribution des récepteurs de
type II sur le bourgeonnement, la migration et la prolifération des cellules
endothéliales en réponse a la BMP9. Mécanistiquement, nous démontrons que le
récepteur BMPRII est nécessaire a 1’internalisation de ALK 1 en réponse au BMP9, et
que ce récepteur est requis pour la transmission des effets anti-angiogéniques de la
BMP9. En conclusion, cette étude a améliorée la compréhension du rdle des
récepteurs de type Il aux BMP dans les processus angiogéniques.

Mots clés : BMP9- ActRIIA- ActRIIB- BMPRII .






CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 L’organisation du réseau vasculaire

Le sang circule dans 1’organisme & travers un réseau de vaisseaux

sanguins. Chaque vaisseau mature est composé de plusieurs couches (Figure-1.1):

1-intima : la couche interne qui tapisse la lumiére des vaisseaux, formée d’une
monocouche de cellules endothéliales (CE) appelée I’endothélium ou tunique

interne.

2-La média : appelée aussi tunique moyenne, composée d’un ou deux anneaux de
cellules musculaires lisses qui entourent 1’intima dans le cas d’artéres ou de veines;
ou par des péricytes dans le cas des capillaires, ainsi que de fibres réticulaires et
d’¢élastine. Les cellules musculaires sont controlées par les neurofibres vasomotrices
du SNA (Systéme Nerveux Autonome) sympathique, et provoquent selon le besoin
de I’organisme, soit une vasoconstriction ou une vasodilatation, participant ainsi a la

régulation de la circulation sanguine.

3-L’adventice : couche externe, constituée par un tissu conjonctif formé de fibres de
collagéne. Cette couche contribue a la stabilisation des vaisseaux et a ’attachement

des nouveaux vaisseaux aux structures environnantes.
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Figure 1.1 : Anatomie des vaisseaux sanguins.
Droite : différentes couches d’une artére
Gauche : différentes couches d’une veine

(Venkatraman, 2008)

Les vaisseaux qui conduisent le sang du cceur vers les tissus sont appelés
artéres alors que ceux qui le ramene des tissus vers le cceur sont définis comme
veines. Les artéres se ramifient en vaisseaux de plus en plus petits pour donner
naissance aux artérioles, alors que les veines donnent naissance aux veinules. Les
capillaires sanguins relient ainsi les artérioles aux veinules, permettant les échanges

entre le sang et les liquides interstitiels (Tableau-1.1).



Artére Veine
La lumiére Petite Plus Grande
Tunique moyenne | Plus de muscles lisses Moins de muscles lisses
Plus de tissu élastique Moins d’élastine
Tunique externe | Epaisse Plus épaisse et robuste

Tableau 1.1 : Caractéristiques physiques des vaisseaux sanguins

La différentiation des arteres et des veines se déroule durant la phase
embryonnaire du développement. Des signaux génétiques et biomécaniques vont
induire une expression différentielle de plusieurs marqueurs endothéliaux entre les
arteres et les veines. En effet, des études ont démontré que les CE des artéres de
I’embryon de poulet expriment NRP1 (Neuropiline 1), alors que les veines expriment
Np2 (Herzog et al., 2005). La NRP est considérée comme un corécepteur au VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor). De multiples autres génes sont aussi
impliqués dans la différenciation des artéres et des veines, tels que le récepteur
EphB4, exclusif aux veines, et son ligand EphrinB2, exprimé principalement dans les

arteres (Gerety et al., 1999).
1.2 Développement des vaisseaux sanguins
1.2.1 Vasculogenése
Les premiers vaisseaux chez ’embryon sont formés a partir du
mésoderme. Les cellules du mésoderme forment des ilots sanguins aprés migration

vers le sac vitellin et produisent des hémangioblastes pouvant se différencier en

cellules endothéliales (cellules périphériques) et en cellules hématopoiétiques



(cellules du centre). Les CE primitives s’associent entres elles pour former un plexus
vasculaire primitif (Risau and Flamme, 1995). La vasculogenése est guidée par
plusieurs facteurs dont le VEGF, le Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2) et le
Transforming Growth Factor 1 (TGF-B1) (Pardanaud and Dieterlen-Liévre, 1999).

1.2.2 Angiogenése

Suivant la formation initiale d’un plexus vasculaire primitif par
vasculogénese, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins est assurée par le

phénoméne de I’angiogenése. On distingue deux mécanismes d’angiogenése :

A/ Angiogenese par intussusception : Caractérisée par la division longitudinale d’un
vaisseau sanguin préexistant en deux vaisseaux. Cette angiogenése est tres
importante dans le remodelage vasculaire pulmonaire, ainsi que dans la
vascularisation des muscles. Une étude a démontré que I’angiogenese par
intussusception est aussi présente lors de la vascularisation tumorale, méme si elle est

moins prédominante que 1’angiogenése par bourgeonnement (Makanya et al., 2009).

B/ Angiogenese par bourgeonnement : Caractérisée par I’activation des cellules
endothéliales suite & une stimulation par le VEGF pour former des nouveaux
vaisseaux. Le terme angiogenése est utilisé plus souvent pour faire référence a
I’angiogene¢se par bourgeonnement. Ce type d’angiogenése se déroule en deux

phases principales :

1.2.2.1 Phase d’activation

Elle commence dés la réponse des CE aux VEGF, qui engendre la

spécification des CE en Tip (cellule du bout) et Stalk (cellule du tronc) cells
(Figure-1.2).
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Figure 1.2 : L’angiogenése par bourgeonnement.
a. formation de la #ip cell.
b. Migration de la tip cell et prolifération des salk cells .
c. Formation et maturation du nouveau vaisseau sanguin.

D’aprés (Carmeliet and Jain, 2011).



Tip et Stalk cells

Lors de I’angiogenese par bourgeonnement, le VEGF secrété par les
tissus hypoxiques active les cellules endothéliales. Les CE activées par le VEGF
deviennent trés migratoires et vont pousser en direction de la source du gradient de
VEGEF. Ce type de CE a été¢ dénommé la “’#ip cell’’. Les CE positionnées derriére les
tip cells, vont suivre ces CE spécialisées, vont proliférer et vont former des tubes
pouvant étre perfusés par le sang. Ces CE ont été dénommées les “’stalk cells’’
(Gerhardt et al., 2003) (Figure-1.3) .

La spécification de la tip cell se produit suite a 1’activation du VEGFR2
par le VEGF dans les CE. Cette signalisation va conduire a I’expression de plusieurs
protéines importantes pour la spécification tip cell/stalk cell et pour les activités
migratoires de la fip cell, dont 1’Apelin, uPar et ESM-1 (del Toro et al., 2010a). Un
des geénes importants exprimé par la #ip cell, suite 4 une stimulation par le VEGF, est
le ligand de la voie Notch : Delta Like 4 (DI14). L’expression de D14 par la tip cell
mene a Pactivation de la voie Notch dans les stalk cells avoisinantes (Figure-1.3)
(Hellstrém et al., 2007). Cette activation de Notch dans les stalk cells va entrainer la
modulation de I’expression de plusieurs génes modulant la réponse des CE au VEGF,
dont une réduction de I’expression de VEGFR2 et une augmentation du récepteur
VEGFR1 (Harrington et al., 2008), limitant ainsi le potentiel migratoire des stalk
cells. Enfin, les stalk cells vont aussi exprimer Jagged-1, un ligand antagoniste de
Notch qui va limiter 1’activation de cette voie dans les tip cells avoisinantes
(Benedito et al., 2009). Finalement, les CE matures vont reconstituer leur membrane
basale, cesser de proliférer et recruter des péricytes. Ces cellules ont été dénommées
les ‘’phalanx cells’’, dii a leur jonctions serrées et matures, rappelant la formation

militaire grecque (Mazzone et al., 2009).



Plusieurs génes sont particuliérement importants pour la spécification
tip/stalk cell comme HEY1, HEY2, Apelin, Unc5B, JAGI. Leur rle est développé

ultérieurement dans la section « Expression de génes ».

(2) Inducson of sprouting
VEGF
1

\ \
v /_\ »

{3) Sprout extension

Currast Opinion i Cell Blclogy

Figure 1.3 : Schéma démontrant I’effet de Notch/D114 sur les tips/Stalk cells
(1) stimulation du bourgeonnement par VEGF.
(2) Activation de la voie D114 dans une #ip cell et commencement du
bourgeonnement.
(3) Activation de la voie Notch et prolifération des stalk cells .

(Eilken and Adams, 2010).



La phase d’activation de l’angiogenése est aussi caractérisée par la
dégradation de la membrane basale permettant ainsi la prolifération et la migration
des CE. Cette étape est également appelée : phase de dégradation de la membrane

basale.

Phase de dégradation de la membrane basale :

Les CE bordent la couche interne des vaisseaux sanguins. Elles partagent
avec les cellules murales une membrane basale constituée de protéines de la matrice
extracellulaire (MEC) (Eble and Niland, 2009). La membrane basale ainsi que les
cellules murales stabilisent le réseau de CE. Suite a la stimulation au VEGF, les CE
secretent le monoxyde d’azote qui conduit & une vasodilatation des vaisseaux. Cette
vasodilatation conduit a I’activation des matrix métalloprotéases (MMP) qui
dégradent la MEC et au détachement des cellules murales par 1’angiopoietine-2
(ANG2). La membrane basale est dégradée par les MMP (enzyme) comme les
MTMMPI1 qui sont exprimées chez les tip cells. De plus, les MMP libérent des
facteurs de croissance pro-angiogéniques qui sont séquestrés dans la MEC (Arroyo
and Iruela-Arispe, 2010). Ils générent également des molécules anti-angiogéniques
par clivage de protéines du plasma, comme 1’endorepelline, ’endostatine, le fubile
(fibulins) et le constantine, ces molécules aidant & contrbler la germination (Nyberg
et al.,, 2005). Le détachement des cellules murales est stimulé par 1’activation du
récepteur Tie-2 par son ligand ANG2 (Augustin et al.,, 2009). Par conséquent, ces
étapes ont pour résultat la déstabilisation de 1’endothélium, facilitant ainsi la

migration des tip cells.

1.2.2.2 Phase de maturation

La perfusion du sang dans les vaisseaux sanguins nouvellement formés

mene a l’augmentation des niveaux d’oxygeéne tissulaires, induisant ainsi une



diminution de I’hypoxie et une baisse de 1’expression du VEGF, diminuant ainsi les

processus angiogéniques (Darland and D’ Amore, 1999).

La maturation des vaisseaux sanguins est caractérisée par 1’arrét de la
prolifération des CE, la resynthése d’une membrane basale et le recrutement de
péricytes et de cellules musculaires lisses (Folkman and D’Amore, 1996). Les
péricytes recouvrent principalement les artérioles et les capillaires et contribuent a la

stabilisation des vaisseaux sanguins (Figure-1.2).

Plusieurs facteurs sont impliqués dans la maturation des vaisseaux. Entre
autres, les forces mécaniques du sang (friction, flux laminaire) agissant sur les
cellules endothéliales sont critiques pour la quiescence endothéliale et le recrutement
péricytaire (Corti et al.,, 2011). De plus, plusieurs facteurs moléculaires, dont les
éphrines, Notch, Wnt et TGF-beta jouent un réle dans la quiescence vasculaire
(Harrington et al., 2008)

Une voie de signalisation particuliérement importante pour la maturation
vasculaire est celle engendrée par le récepteur activin like kinase receptor-1 (ALK1).
Suite & I’activation par ses ligands, les Bone Morphogenetic Protein (BMP)-9 et -10,
ce récepteur va induire une signalisation menant a la quiescence vasculaire, la
différentiation artério-veineuse et le recrutement de cellules périvasculaires (David et
al., 2007; Larrivée et al., 2012). Le role de ce récepteur dans la formation vasculaire

sera détaillé par la suite (Figure-1.4).
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Figure 1.4 : Schéma démontrant que la voie ALK1-BMP9 contribue dans la

signalisation de la voie Notch. Page 6-9
(Larrivée et al., 2012).
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1.3 Anomalies vasculaires

Chez 1’humain sain, les mécanismes pro-angiogéniques et anti-angiogéniques
sont en équilibre ou en homéostasie. Plusieurs agents provoquant I’angiogenése sont
essentiels & la formation des nouveaux vaisseaux sanguins, tandis que les inhibiteurs
de ce processus sont nécessaires pour éviter une hyper-vascularisation. Le maintien
de cette harmonie est indispensable pour prévenir une croissance excessive des
vaisseaux sanguins dans des conditions d’angiogenése physiologique (comme dans le
déroulement de la cicatrisation ou durant le cycle reproducteur féminin).
Malheureusement, cet équilibre n’est pas conservé dans plusieurs pathologies, tel que
le cancer ou plusieurs maladies oculaires et vasculaires, conduisant a une

angiogeneése excessive.

Angiogenese tumorale : Les cellules tumorales ont besoin d’oxygéne et de
nutriments, ce qui les contraint & mettre en place un réseau vasculaire. Le VEGF,
sécrété par le s cellules tumorales qui sont fortement hypoxiques (Senger et al., 1986;
Wang et al.,, 1995), va mener a I’activation des cellules endothéliales des tissus
avoisinants, qui vont former de nouveaux vaisseaux et envahir la tumeur. Le réseau
vasculaire tumoral suit les mémes mécanismes de mise en place que I’angiogenése
physiologique (Holash et al., 1999). L’analyse de la vascularisation montre
cependant certaines différences structurales entre la vascularisation physiologique et
la vascularisation tumorale (Figure-1.55). Les vaisseaux tumoraux sont plus dilatés et
plus perméabilisés, montrant aussi un défaut structural dans les espaces
transcellulaires et la membrane basale (Figure-1.5) (Carmeliet et al., 1996). Peu de

péricytes recouvrent aussi les vaisseaux tumoraux (Benjamin et al., 1999).
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Figure 1.5 : (Iégende adaptée en Francais) Différence entre une vascularisation
normale et pathologique (tumorale)
Droite : micro-vascularisation normale : une organisation normale des vaisseaux
sanguin dans un tissu.
Gauche : micro-vascularisation tumorale : les vaisseaux sanguins sont plus nombreux
avec une organisation anormale.

(McDonald and Baluk, 2005).

La Dégénérescence Maculaire Liée a 1’Age (DMLA) de type humide: La
DMLA, une cause prévalente de cécité¢ chez les gens dgés de plus de 60 ans, est
caractérisée par une croissance anormale de nouveaux vaisseaux sous la rétine. Ces
vaisseaux fragiles favorisent les fuites vasculaires, qui peuvent provoquer le
soulevement de la rétine, et résultent en ’apparition d’hémorragies rétiniennes. Cette

condition progresse rapidement si elle n’est pas prise en charge, avec une perte de
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vision centrale (la vision périphérique est conservée). Ce développement peut étre

retardé sous 1’effet de molécules bloquant 1’action du facteur angiogénique VEGF.

Rétinopathie Diabétique (RD) : un syndrome qui cause des dommages aux
capillaires de la rétine chez les patients atteints de diabéte. Elle est caractérisée par
une augmentation du nombre des vaisseaux sanguins, et la formation d’un cedeme
rétinien suite 4 une hyperperméabilité capillaire causée par une hyperglycémie
chronique. Elle peut se manifester par des occlusions des capillaires rétiniens qui
provoquent une ischémie rétinienne. Ces ischémies peuvent favoriser une néo-
vascularisation trés fragile. Comme pour la DMLA, certains patients sont aussi

traités par les anti-VEGF.

D’autres maladies vasculaires comme la télangiectasie hémorragique
héréditaire et ’hypertension artérielle pulmonaire sont détaillées dans d’autres

sections.

1.4  Thérapies anti-angiogéniques

Depuis 2006, plusieurs composés anti-VEGF comme le ranibizumab ou
le pegaptanib sont devenus le traitement de choix pour traiter les patients atteints
de DMLA de type humide. Ces anti-VEGF ont en effet remplacé les anciennes
techniques destinées a éliminer les néo-vaisseaux, surtout la photocoagulation
(destruction thermique des vaisseaux anormaux) et la photodynamique (injection

par voie intraveineuse d’un produit photosensible).

Bien que le traitement aux anti-VEGF soit plus efficace que les anciennes
méthodes, de multiples effets secondaires peuvent découler du traitement, et de
nombreux patients n’ont qu’une réponse incompléte ou transitoire  ces traitements.

Dés lors, il s’avére essentiel d’identifier des nouvelles cibles thérapeutiques pour
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contréler I’angiogenése pathologique. Ces cibles pourraient potentialiser les effets

des anti-VEGF, et méme remplacer les traitements actuels pour traiter ces patients.

1.5 Les principaux facteurs impliqués dans I’angiogenése

1.5.1 La famille des VEGF

Le VEGF a tout d’abord été identifié comme facteur de perméabilité
vasculaire et a été dénommé VPF (Vascular Permeability Factor) (Senger et al.,
1983). C’est en 1989 qu’il a été décrit comme facteur de croissance aprés sa
purification des cellules endothéliales de la glande pituitaire (Plouét et al., 1989).
Apres la purification du méme facteur des CE dans le milieu de culture primaire de
cellules folliculaires d’hypophyse bovine, il a été appelé VEGF (Ferrara and Henzel,
1989). Le VEGF est secrété principalement par les cellules hypoxiques (Wang et al.,
1995).

La famille des VEGF est composée de cinq membres principaux. Le
membre le plus important impliqué dans I’angiogen¢se est le VEGF-A (phase
d’activation). Plusieurs autres membres de cette famille jouent aussi un réle
important dans 1’angiogen¢se. Le VEGF-B se lie principalement au VEGFR-1 et est
impliqué dans 1’angiogenése et la prolifération des CE (Olofsson et al., 1996). Le
VEGF-C (Lee et al., 1996), qui se lie au VEGFR-2 et au VEGFR-3, joue un rdle
primordial dans le développement des vaisseaux lymphatiques (Wang et al., 2016,
Garcia-Caballero et al., 2016). Le VEGF-D et Placenta Growth Factor (PIGF) sont
impliqués dans I’expression de génes qui jouent un réle dans la croissance des CE

vasculaires et lymphatiques (Orlandini et al., 1996, Maglione et al., 1991).
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La famille des VEGF compte trois récepteurs principaux: Le VEGFR-1,
appelé FLT1 (FMS-Like-Tyrosine kinase), le VEGFR-2 (FLK1) ( Fetal Liver
Kinase), Kinase Domain Receptor (KDR)) (Terman et al., 1992) et le VEGFR-3
(FLT4) (Aprelikova et al., 1992). De plus, I’existence d’un récepteur soluble,
VEGFR-1s, qui contient la région extracellulaire du VEGFR1 et qui agit comme
trappe pour le VEGF a aussi été¢ démontrée (Kendall and Thomas, 1993). Finalement,
les NRP1 et NRP2, des récepteurs aux Sémaphorines dans le systéme nerveux,
peuvent aussi interagir avec le VEGF chez les CE et participer 4 la transmission du
signal (Neufeld et al., 2002).

Les différents VEGF montrent une spécificité pour des récepteurs
spécifiques. VEGF-A se lie 8 VEGFR-1 et VEGFR-2 (de Vries et al., 1992) et a
NRP1 et NRP2 chez les CE alors que VEGF-C et VEGF-D se lient 8 VEGFR-3 chez
les CE du systéme lymphatique (Taipale et al., 1999). VEGF-B et PIGF se lient 2
VEGFR1 et NRP1. PIGF peut se lier aussi 8 NRP2 contrairement & VEGF-B. VEGF-
C peut aussi se lier 8 VEGFR-2, cette liaison étant impliquée dans 1’angiogenése

embryonnaire (Joukov et al., 1996)( Figure-1.6).
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Figure 1.6 : Schéma démontrant la liaison des VEGF a leurs récepteurs.

Page 15.(Ruiz de Almodovar et al., 2009).
1.5.2 La famille des BMP
1.5.2.1 Bref histoire
Les BMP appartiennent a une grande famille de cytokines incluant les
transforming growth factor-f (TGF-B), growth and differentiation factors (GDFs) et

anti-miillerian hormone (AMH) (Wozney et al., 1988). Il a été démontré que ces

protéines peuvent induire la formation de cartilage et d’os ectopique chez les



L7

rongeurs (Reddi, 1992; Wozney et al., 1988). Les BMP sont particuliérement
importants pour le développement embryonnaire ol ils sont impliqués dans
’orientation et la spécification cellulaire tels que 1’orientation dorso-ventrale du
mésoderme embryonnaire et la spécification des cellules de 1’épiderme et de
certaines cellules composant le cartilage et les os (Harland, 1994; Hemmati-
Brivanlou and Melton, 1997) (Tableau-2). Des études ultérieures ont démontré que
les BMP sont impliqués dans la prolifération, la migration ainsi que dans I’apoptose

dans plusieurs tissus (Massagué and Chen, 2000; Miyazono et al., 2010).

1.5.2.2 La structure des BMP

Les BMP sont synthétisées en chaine de protéines qui sont constituées
d’un groupe amino (N) terminale du peptide signal, et d’un groupe carboxy (C)
terminal bioactif. Les BMP sont produits dans le cytoplasme sous forme de complexe
pro-protéines dimérique. Pour que les BMP se lient a leurs récepteurs, elles doivent
étre clivées par des endoprotéases, comme la BMP4 qui est clivée par les furines PC6
et PC7 (Nelsen and Christian, 2009), pour générer les fragments N-terminaux et C-
terminaux (Bragdon et al., 2011). Les BMP, sous leur forme biologique active
(dimérique), ont un poids moléculaire qui varie entre 30 et 38 kDa (Wan and Cao,
2005).

1.5.2.3 Les membres de la famille des BMP

La famille des BMP est sous-divisée en plusieurs sous-groupes qui
comprennent les BMP2/4, BMP 5/6/7/8, GDF 5/6/7 et BMP9/10 (Kawabata et al.,
1998). Nous décrirons en détails plus loin les BMP9 et BMP10, qui forment un sous-

groupe et sont critiques dans le développement cardiovasculaire.
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1.5.2.4 Mécanisme d’action des BMP

Les BMP sous forme active (forme dimérique) se lient & des récepteurs a
activité serine/thréonine Kinase de type I et II au niveau de la membrane plasmique.
Les récepteurs de type II, qui sont constitutivement actifs, trans-phosphorylent les
récepteurs de type I en présence d’un ligand, ce qui induit le recrutement des facteurs
R-Smad (facteurs de transcription qui transmettent le signal des Smad 1,5 et 8).
Lorsque phosphorylés par les récepteurs de type I, les R-Smads vont s’associer au
Co-Smad (Smad4) et ce complexe va étre transloqué dans le noyau et former des

interactions avec I’ADN, ce qui module ’activité des génes cibles (Figure-1.7).

extracellular

BMP-ligand

@ intracellular

nucieus
target gene
_ expression

response element

Figure 1.7: Mécanisme d’action des BMP. Page 18 (Balemans and Van Hul, 2002).
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1.5.2.4.1 Les régulateurs aux BMP

L’activité des BMP est régulée par plusieurs modulateurs intracellulaires
et extracellulaires. Un grand nombre d'antagonistes solubles extracellulaires se lient
aux BMP et bloquent leur interaction avec les récepteurs (Canalis et al., 2003). Ces
antagonistes incluent entre autre la Marrix Gla Protein (MGP), une petite protéine
qui peut se lier et inhiber la BMP2 et BMP4 par interaction directe (Hagihara et al.,
2011; Wallin et al., 2000) et la noggine, qui forme un complexe avec BMP2, BMP4
et BMP7 (Zimmerman et al., 1996). Parmi tous les BMP, les BMP9 et BMP10 se
démarquent par une absence de liaison a la noggine (Seemann et al., 2009). Enfin, la
chordine est un antagoniste extracellulaire qui se lie aux BMP2, BMP4 et BMP7. On
retrouve aussi plusieurs protéines dont la séquence est proche de la chordine, comme
BMPER (BMP binding Endothelial cell precursor-derived Regulator) appelé aussi
crossveinless-2. La BMPER peut inhiber comme elle peut stimuler la voie des BMP
(Dyer et al., 2014). La présence des antagonistes aux BMP est importante pour le
développement embryonnaire, leur absence pouvant provoquer plusieurs
malformations systémiques dont des défauts des os, ainsi que dans la formation

rénale (Walsh et al., 2010).

1.5.2.5.2 Les récepteurs aux BMP

Comme précédemment mentionné, 1’activité des BMP requiérent 1’activation de
complexes de récepteurs. Ces récepteurs sont sous-divisés en trois sous-catégories,
les récepteurs de type I, II et III. Les récepteurs de type I sont appelés des ALK
(Activine-receptor Like Kinase) et ont une grande similarité surtout au niveau du
domaine kinase. Il existe sept récepteurs de type I (de ALK1 a ALK7). Chaque ALK
a le pouvoir de lier les cytokines d’une ou plusieurs membres de la famille des TGF-
B. En réponse a la liaison de leur ligand, ils vont recruter et phosphoryler les facteurs

Smad.
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Cinq récepteurs de type II ont été décrits : ActRIIA, ActRIIB (Activine Receptor de
type I A et B), BMPRII (BMP Receptor type 1I), TGF-BRIL (TGF-8 Receptor type
II) et AMHRII (A4MH Receptor type II). Ces récepteurs ont comme particularité
d’étre activés de fagon constitutive. En réponse a un ligand, ils vont former un
complexe avec les récepteurs de type I, qu’ils vont phosphoryler, menant a leur
activation et au recrutement des Smads. Enfin, les récepteurs de type III sont
représentés par Endogline (ENG) et le Bétaglycan. Ces récepteurs sont caractérisés
par un long domaine extracellulaire et une courte queue cytoplasmique. Leur rdle est
encore relativement incompris, mais des études suggérent qu’ils modulent ’activité
et le trafficking du complexe formé par les récepteurs de type I et de type II

(Guerrero-Esteo et al., 2002). Dés lors, ils agissent souvent comme corécepteurs.

Structure des Récepteurs de type I et type I1

Ce sont des glycoprotéines de 50-60 kDa pour les récepteurs de type I et
de 70-80 kDa pour les récepteurs de type II. Ils ont 3 grands domaines : un domaine
extracellulaire, domaine membranaire et un domaine kinase intracellulaire.

Le domaine extracellulaire est situé du coté N-terminal de la séquence peptidique.
Lors de la maturation du récepteur, la séquence signal est clivée. Ce domaine est N-
glycosyl€ et contient au minimum 10 cystéines qui déterminent sa structure. La boite
cystéine est une région caractéristique de ces récepteurs, formée par trois cystéines,
se trouvant proche du domaine transmembranaire et est impliquée dans la liaison du
ligand (Wrana et al., 1994a).

Le domaine intracellulaire comprend 3 sous-domaines : la boite GS, le domaine
Kinase et la queue cytoplasmique. La boite GS est présente exclusivement dans les
récepteurs de type I, se trouvant juste avant le domaine kinase, et étant composée de

30 acides aminés. L’appellation de cette boite est inspirée de sa séquence spécifique
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(SGSGSG) qui est le site de phosphorylation du récepteur de type I par le récepteur
de type II (Wrana et al., 1994b).

Le domaine Kinase a une séquence canonique de sérine/kinase (Mathews and Vale,
1991). Les €tudes sur la structure du domaine kinase ont dévoilées la présence d’un
feuillet B3 qui joue un réle dans la liaison avec I’ATP (Céarcamo et al., 1994; Wrana
etal., 1992).

Récepteurs de type III

Le bétaglycan est un protéoglycan, contenant un long domaine extracellulaire, un
domaine transmembranaire et cytoplasmique trés court dépourvu d’activité kinase.
Le domaine extracellulaire posséde deux sites de fixation des glycosaminoglycanes,
et un site N- et O- glycosylation (Henis et al., 1994). Il peut lier les trois isoformes
des TGF-Bl. Le bétaglycan est un récepteur ubiquitaire (Dong et al., 2007), y
compris dans les cellules cancéreuses comme le cancer du sein (Dong et al., 2007) et
dans le cancer du poumon (Finger et al., 2008). Il est important dans la régulation du
développement, de la différentiation et de la croissance tumorale (Bilandzic et al.,
2009; Compton et al., 2007; Stenvers et al., 2003). Le bétaglycan inhibe la formation
du complexe avec les récepteurs de type I, et inhibe la signalisation de BMP2
(Kirkbride et al., 2008; Lewis et al., 2000).

Endogline, appelée aussi CD105, est une glycoprotéine exprimée a la surface des CE
(Gougos and Letarte, 1990). Elle est aussi exprimée dans d’autres types cellulaires
comme les monocytes (Gougos and Letarte, 1988), les cellules souches
hématopoiétiques (Lastres et al., 1992) et les cellules conjonctives (O’Connell et al.,
1992). Elle se présente sous forme dimérique et est composée d’un long domaine
extracellulaire, d’un domaine transmembranaire et d’un court domaine
cytoplasmique dont I’activité kinase semble inactive. Elle contient aussi comme le

Bétaglycan des sites N- et O- glycosylation, mais ne posséde pas de chaine
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glycosaminoglycane. Elle peut se lier & TGF-B1, TGF3 en présence de TPR2 et a
BMP9 (Scharpfenecker et al., 2007) en présence de ALK1. Comme la plupart des
récepteurs aux BMP, Endogline a des effets biologiques importants, pouvant inhiber
la migration et la prolifération des CE (Sanz-Rodriguez et al., 2004).

Genes modéle animal Maladies Humaines Références

Bmp2 | KO: mort de I'embryon avec un défaut dans le développement cardiaque. {Anderson et al.. 2010; Zhang

Het: prédisposition & une hypertension pulmonaire hypoxique associe & une réduction Inconny and Bradley, 1996)
de I'expression de I'endothelial Nitric Oxide Sunthase (¢NOS).

Bmp4 | Het: hyper-tension pulmonaire hypoxique (moins sévére), prolifération des cellules Inconnu (Frank et al.. 2005)
musculaires lisses et troubles dans le remodelage vasculaire.

Bmpr2 | Het: hyper-tension pulmonaire PAH (Hong et al.. 2008)

Akl | KO: mort embryonnaire (E10.5) et troubles dans le remodelage vasculaire. HHT (Oh et al., 2000; Park ¢t al.,
Het: HHT de type2 2008)

Alk3 | Mésoderme conditionnel KO: mort embryonnaire (E10.5-11.5), hémorragie, une Inconnu (El-Bizri et al., 2008; Park et
diminution du remodelage vasculaire. al., 2006)
Souris adulte : diminution du remodelage vasculaire.

Endogline | KO: mort embryonnaire (E10.5) dues a un défaut de formation de vaisseaux matures. HHT (Mahmoud et al.. 2010)
Smad! | KO: mort embryonnaire (E9.5) due & un défaut de formation d"allantoide, avec une Inconnu (Lechleider et ai.. 2001)

malformation du systéme circulatoire.

Smadd | KO: mort embryonnaire (E10.5) due & un défaut de formation cardio-vasculaire. HHT (Lanetal., 2007)
Smads | KO: mon embryonnaire (E9.5-E11.5) due 2 un défaut cardiaque et angiogénique. Inconnu (Chang et al.. 1999)
Smad6 | KO: défaut cardio-vasculaire. calcification vasculaire, hyper-tension MVC (Tanetal.. 2012)
Smad7 | KO: mort embryonnaire due  un défaut de formation cardio-vasculaire. Inconnu (Cheneetal.. 2009)
Smad8 | Mutation de Smad8 chez la sounis : remodelage vasculaire pulmonaire défectueux. PAH (Huang et al., 2009)00

Tableau-1.2 : Effet de I’absence des BMP chez la souris et I’humain.
PAH : Pulmonary Arterial Hyoertension
HHT : Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia
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Figure 1.8 : Schéma démontrant la liaison des BMP a leurs récepteurs.
Page de 19 a 22 (David et al., 2009).

1.5.2.5.3 Activation des voies de la famille des BMP

La premiére étape de la signalisation des BMP est la liaison du ligand aux
récepteurs. Cette liaison méne a la formation d’un complexe hétéro-tétramérique
composé de deux récepteurs de type I et de deux récepteurs de type II. Certains
ligands ont une forte affinité pour les récepteurs de type II par rapport a celle des
récepteurs de type 1. Ainsi, la BMP7 lie préférenticllement ActRIIA et ActRIIB
tandis que d’autres ont plus d’affinité pour les récepteurs de type I, se liant d’abord
au récepteur de type I, comme BMP2 sur ALK3 et BMP4 sur ALK6 (Knaus and
Sebald, 2001; Koenig et al., 1994) ou encore BMP9-BMP10 sur ALK1 (David et al.,
2007a). Cette liaison conduit au changement de la forme du complexe ainsi qu’a la

phosphorylation du récepteur de type I, induisant 1’activation du signal. Ce signal est
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traduit par 1’internalisation du complexe par endocytose dans le cytoplasme

cellulaire.

1.5.2.5.4 L’internalisation du complexe en présence du ligand

Une des étapes importantes dans la signalisation des BMP, est
’internalisation des récepteurs. Aprés stimulation des récepteurs avec un ligand, un
complexe hétérotétramere se forme. Ce complexe s’internalise dans le cytoplasme de
la CE. Deux modes d’internalisation des récepteurs aux BMP sont connus:
l'endocytose par les puits de clathrine ou l'endocytose par les cavéoles (Di
Guglielmo et al., 2003; Hartung et al., 2006) (Figure-1.9) .

La clathrine est une protéine qui se trouve sur la face interne de la membrane du
cytoplasme. Elle conduit, en partenariat avec la dynamine a la formation des puits
pour I’internalisation. Les vésicules internalisées perdent leur membrane de clathrine
et deviennent des endosomes précoces. Le second type est 1’internalisation par
cavéoles, qui est une invagination de la membrane plasmique au niveau du radeau

lipidique.
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Figure 1.9: Schéma démontrant le mode d’internalisation des récepteurs aux BMP.
Page 24 (Nicolas, 2013).

1.5.2.5.5 Voies de signalisations
Voie des Smad:

La liaison d’un ligand BMP avec un récepteur de type I peut mener a la
formation de plusieurs hétéro-complexes, qui déterminent la spécificité de la

signalisation. Le récepteur de type I initie la signalisation par la phosphorylation du

récepteur des voies Smad (R-Smad). De fagon générale, les récepteurs aux BMP
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(ALK1, ALK2, ALK3 et ALK6) activent les Smadl, Smad5 et Smad8, alors que
Smad2 et Smad3 sont phosphorylés par les récepteurs a l'activine et aux TGF-p
(ALK4, ALKS et ALK7).

Outre les R-Smads, deux autres types des Smad ont été identifiés, le médiateur
commun Smad (co-Smad : Smad4), et les inhibiteurs des Smads (I-Smad : Smad6 et
7). L’activation des récepteurs aux BMP induit la phosphorylation des R-Smads qui
s’assemblent avec Smad4, menant & la formation d’un complexe hétéromére. La
translocation de ce complexe se fait au niveau du noyau ou il participe directement a
la modulation de I’expression de plusieurs génes cibles. Ces complexes ne possédent
pas de forte affinité pour ' ADN, mais se lient a la cible des promoteurs de génes en
association avec d'autres facteurs de transcription (Miyazono et al., 2005). La
phosphorylation des Smadl, 5 et 8 est détectée chez les CE de ’aorte de souris
fraichement isolées et dans I’endothélium pulmonaire, ce qui suggére que les CE sont
physiologiquement activés par les BMP (Frank et al., 2008; Valdimarsdottir et al.,
2002).

Structure des Smad

Les Smads sont composés de deux domaines: un domaine N-terminal
appelé MH1 (Mad Homology I) et un domaine C-terminal appelé MH2 (Mad
Homology 2). Le domaine MH1 est présent seulement dans les R-Smad et Smad4 et
contient le site de liaison des Smad a I’ADN (Shi et al., 1998). A 1’état basal (non
activé) le domaine MHI1 se lie au domaine MH2 (Hata et al., 1997), cette liaison
bloquant la liaison a I’ADN (Kim et al., 1997) et empéchent les effets
transcriptionnels de MH2 (Liu et al., 1996). Le domaine MH2 est présent dans tous
les Smad (1 a 8). Ce domaine est le site d’interaction des Smad avec plusieurs

protéines, permettant aux Smad de former des oligomeéres (Hata et al., 1997).
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Autres voies

Bien qu’il ait été démontré que les BMP activent principalement la voie
des Smad, ils peuvent aussi activer d’autres voies de signalisation comme les MAP
Kinase, la phosphoinositol (PI)3 Kinase/Akt et protein Kinase C (PKC), ainsi que
Rho-GTPase .

Les MAP Kinases sont des protéines kinase qui sont impliquées de
nombreux processus biologiques, notamment la croissance, la prolifération et la
différenciation cellulaire. Elles sont activées dans les cellules épithéliales de rat suite
a une stimulation par TGF-B (Mulder and Morris, 1992). Les MAPKinases peuvent
étre divisées en trois sous familles : ERK, JNK et p38 kinase. L’activation de la voie
ERK par les TGF-B dans différents types cellulaires comme les cellules cancéreuses
et épithéliales a été la cible de plusieurs études (Frey and Mulder, 1997; Hartsough
and Mulder, 1995; Mucsi et al., 1996). La voie JNK peut étre activée par les TGF-f3
(Ploemacher et al., 1999), ainsi que par la voie p38 (Hanafusa et al., 1999; Sano et
al., 1999).

Les TGF-p peuvent aussi activer la voie des PI3 kinase/Akt (Wilkes et
al., 2005), une voie impliquée dans la survie cellulaire, et la voie des Rho-GTPases
(Bhowmick et al., 2001) qui est impliqué dans le control dynamique du cytosquelette

, la mobilité cellulaire et I’expression des génes.

Ces voies non-Smad, bien qu’ils sont peu caractérisées dans le contexte
de la signalisation des TGF-P, sont importantes dans la création, la diversité et
l'ajustement des signaux générés par les ligands de cette famille (Massagué and
Chen, 2000; Mulder, 2000).

1.6 BMP9-BMP10-ALK 1, nouvelle cible thérapeutique en angiogenése
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Plusieurs études génétiques, pharmacologiques, et histopathologiques
démontrent le role de la signalisation d’ALK]1 dans la régulation de la formation des
vaisseaux sanguins (Hu-Lowe et al.,, 2011; Oh et al., 2000), expliquant 1’intérét
croissant porté a8 ALK1 en tant que cible thérapeutique pour supplémenter les
traitements anti-angiogéniques existants. Actuellement, un ligand-trappe soluble
d’ALK1 (acceleron Pharma) et un anticorps anti-ALK]1 (Pfizer) sont dans des essais

cliniques pour le traitement des tumeurs avancées (Cunha and Pietras, 2011).

1.6.1 ALK1

ALKI1 a été cloné pour la premiére fois a partir du tractus urogénital d’un
embryon de rat et a été nommé SKR-3 (Serine/threonine-Kinase Recptor 3) (He et
al., 1993). 1l a été aussi cloné chez I’humain et fut appelé TSR-1 (TGF-B Superfamily
Receptor type 1) (Attisano et al.,, 1993; ten Dijke et al., 1994). Il est exprimé
principalement dans les CE (Panchenko et al.,, 1996). La mutation de son géne
ACVRLI est responsable de la maladie de Rendu-Osler de type 2 (maladie vasculaire
caractérisée par des malformations artério-veineuses) (Johnson et al., 1996). Des
études chez la souris ont démontré le role primordial de ALKI1 au cours du

développement vasculaire (Roelen et al., 1997) (Tableau-2).

1.6.1.1 Réle de ALK1 dans le développement

-~

Chez I’humain

La télangiectasie hémorragique héréditaire (HHT), appelée aussi la maladie
Osler-Weber-Rendu, est une maladie autosomique dominante vasculaire. La majorité
des cas sont causés par des mutations dans les génes codant soit pour le récepteur

ALKI1 (ACVRL I) (HHT-2) ou pour le récepteur endogline (HHT-1). Elle est
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caractérisée par des télangiectasies (dilatations des petits vaisseaux sanguins situés
prés de la surface de la peau ou des muqueuses, caractérisées par des connections
artério-veineuses anormales) dans le nez, la cavité buccale et des voies gastro-
intestinales, ainsi que des malformations artério-veineuses superficielles (MAV)
(Shovlin et al., 1997 ; Shovlin et al., 2010). Elle se caractérise par la présence d’une
communication anormale (shunf) entre les artéres et les veines avec un
hémodétournement (absence de vascularisation du réseau capillaire et un retour
veineux précoce artérialisé) dans plusieurs organes, y compris les poumons, le foie et
le cerveau, ce qui peut entrainer des lésions ischémiques sévéres ou des accidents

vasculaires cérébraux (Shovlin, 2010).

In vitro

La surexpression d’ALKI constitutivement actif (ALKlca) dans
plusieurs types de CE inhibe la prolifération et la tubulogenése (Ota et al,
2002)(Lamouille and Derynck, 2007). A I’opposé, la diminution de 1’expression
d’ALK]1 par siRNA augmente la migration de plusieurs types de CE comme les
HMVECd (Human Microvascular Endothelial Cells for the Dermis) (David et al.,
2007b). Par contre, il a été montré que la surexpression d’ALKlca favorise la
migration chez les MEEC (Mouse Embryonic Endothelial Cells) et stimule la
prolifération chez les BAEC (Bovine Aortic Endothelial Cells) (Goumans et al.,
2002).

In vivo

Dans des modéles murins, la perte d’ALK1 cause la mortalité
embryonnaire & E11.5 suite 4 un défaut de remodelage du plexus capillaire primaire
(Urness et al., 2000). Chez le poisson zébre, la mutation de Acvrll résulte en une

malformation artérielle avec un flux sanguin contraint d’un nombre limité de
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vaisseaux craniens hyperprolifératifs. ALK1 joue aussi un rdle dans la quiescence
vasculaire pendant le développement vasculaire (Corti et al., 2011; Roman et al.,
2002). ALK1 contribue également a I’homéostasie des vaisseaux adultes. Suite a la
délétion globale du géne Acvrll par le traitement & la tamoxifene chez les souris
post-natales, des malformation artério-veineuses ainsi que des hémorragies internes
apparaissent séveres (Park et al., 2008, 2009). De plus, le blocage d’ALK1 par un
anticorps bloquant induit une hypervascularisation et des malformations artério-

veineuses des rétines murines (Larrivée et al., 2012).

1.6.1.2 Signalisation de ALK1

La liaison de ALKl par son ligand induit principalement la
phosphorylation des Smadl/5/8 (Macias-Silva et al,, 1998). Il a également été
démontré que ALKI peut faiblement induire la phosphorylation de Smad2, et non
Smad3 (Upton et al., 2009). La signalisation de ALK est activée principalement par
deux ligands circulants, les BMP9 et BMP10 (David et al, Mar 1, 2007a;
Scharpfenecker et al.,, 2007). Plusieurs molécules a la surface des CE, telles VE-
cadherine et Endogline, sont impliquées dans la formation des complexes de
récepteurs/ligands BMP et contribue a 1’internalisation de ALK1 (Rudini et al.,
2008).

1.6.1.3 Expression des génes suite a ’activation de la voie ALK1

Des études ont démontré que la liaison de ALK 1 avec son ligand BMP9
peut activer 1’expression de plusieurs génes endothéliaux dont ID (Inhibitor of
differentiation) 1, 3, HEY 1, 2 et HES, ces facteurs étant impliqués dans la migration,
la différentiation et la prolifération des CE (Larrivée et al, 2012). Les ID
appartiennent a la sous-famille des b Helix Loop Helix (bHLH). Il s’agit d’une

famille composée de quatre protéines impliquées dans le contréle de différenciation
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et progression du cycle cellulaire dans I’organisme (Benezra et al., 2001). Tous les
ID (ID1, 2, 3 et 4) ciblent des facteurs de transcription qui contrélent 1’expression
des geénes spécifiques dans la différentiation des cellules et dans la régulation du
cycle cellulaire (Chen and Lim, 1997). Id1 et Id3 sont co-exprimés temporellement et
spatialement pendant I’angiogenése (Jen et al., 1997). ID1 et ID3 sont retrouvés dans
les CE du cerveau, alors que ID1, 2 et 3 sont exprimés dans toutes les autres CE (Jen
et al., 1997; Neuman et al., 1993). Des études ont démontré que 1’inhibition des Id
diminue 1’expression du VEGF. De plus la diminution de 1’expression de 1’ID1 et 3

mene a des défauts neuro-angiogéniques chez 1I’embryon murin (Jen et al., 1997).

Plusieurs autres génes régulés par ALK1 sont impliqués dans la
guidance des tips/stalk cells. Ainsi, ’apelin est un géne impliqué dans la guidance
des tip cells en se liant a son récepteur APJ dans les stalk cells. Des mutations
d’apelin chez la souris ou le poisson zébre résultent en un retard dans le
développement vasculaire et une réduction de la prolifération des stalk cells
exprimant le récepteur a 1’apelin (APJ) (del Toro et al., 2010b). Unc5B est un des
récepteurs impliqués dans la guidance des CE et la différentiation artérielle. Son
activation assure le maintien de 1’intégrité vasculaire (Koch et al., 2011). Unc5B est
fortement exprimé dans les fip cells et son inactivation favorise la germination
(Adams and Eichmann, 2010). De plus, en absence de ses ligands (ROBO4 ou
Netrin-1), UNC5B induit I’apoptose des CE (Castets and Mehlen, 2010).

Des études ont remarqué la diminution de 1’expression du géne EphrinB2
dans les CE des souris mutées pour ALK1 (4cvril). EphrinB2 et son ligand EphB4
sont respectivement des marqueurs artériels et veineux jouant un rdle direct dans la
prévention des anastomoses artério-veineux (Gale et al., 2001; Shin et al., 2001).
Plusieurs études ont démontré I’implication de EphrinB2 dans la morphologie et la
motilité des CE (Bochenek et al., 2010; Héroult et al., 2010).
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1.6.1.4 Récepteurs de type II impliqués dans la signalisation de ALK1

Des études ont démontré que ALKI1 pouvait former un complexe avec trois
récepteurs de type II en présence de ses ligands BMP9 et BMP10 : ActRIIA,
ActRIIB et BMPRII (Townson et al., 2012) .

ActRIIA et ActRIIB

Les ActRII sont des récepteurs a activité kinase serine/thréonine
(Mathews and Vale, 1993). Ils sont phosphorylés de fagcon constitutive, et vont
phosphoryler un récepteur de type I en présence de leur ligand. En addition &
I’ Activine, ces récepteurs peuvent également lier les BMP2 et BMP7 (Macias-Silva
et al., 1998), et BMP9 et BMP10 (Thompson et al., 2003) ( Figure-1.8) .

Le role biologique des ActRII a été étudi€¢ dans certains organes de
reproductions comme, les gonades de 1'utérus et de 1’hypophyse, Ou ils sont
impliqués dans la folliculogenese, la spermatogenése et la grossesse (Welt et al.,
2002). Des études sur le développement ovarien chez I’humain et la souris
démontrent 1’implication des ActRII dans la régulation de la prolifération des cellules
germinales au cours de la formation des follicules primordiaux, qui se produisent
apres 21 semaines de gestation chez I’humain et 24 heures chez la souris (Bristol-
Gould et al., 2006; Martins da Silva et al., 2004). La diminution de la signalisation
des ActRII par baisse de leurs expression chez la souris, résulte en des testicules
petits de taille ainsi que la réduction de la fertilité¢ (Matzuk et al., 1995). De plus les
ActRII peuvent réguler le taux de glucose, stimulant la sécrétion de 1’insuline dans
les cellules B des rats et des humains en culture (Florio et al., 2000; Totsuka et al.,
1988; Verspohl et al., 1993) et augmentant la prolifération des cellules B (Brun et al.,
2004; Li et al., 2004). Des études ont aussi démontré que les ActRII (Jones et al.,
2004), et les BMP (Gould et al., 2002; Hagen et al., 2007) sont impliqués dans la
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régulation de I’inflammation dans différents tissus et organes comme les
interleukines (IL) 6, les cytokines et les muscles lisses pulmonaire. Cependant, leur

role dans le développement vasculaire n’a pas été étudié.

BMPRII

Le BMPRII peut interagir avec BMP2, BMP4, BMP7, BMP9, BMP10 et
GDFS5 mais ne se lie pas a I’activine ou TGF-B. Ce récepteur est actif de maniére
constitutive, ne possédant pas de domaine intracellulaire GS. Des études démontrent

que BMPR2 se lie 4 une trés faible dose aux BMP en absence d’un récepteur de type
I (Liu et al., 1995; Rosenzweig et al., 1995).

BMPRII a un réle biologique trés important, sa mutation étant la
principale cause de ’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) (Deng et al., 2000;
International PPH Consortium et al., 2000), qui est une maladie rare qui touche 1,5
personnes/million dans le monde. Elle est caractérisée par une résistance vasculaire
pulmonaire chronique élevée, cette résistance conduisant a une faiblesse du cceur
droit, des handicaps graduels, et & la mort du patient. Cette maladie est causée par
une augmentation de la paroi vasculaire due a une prolifération excessive des CE et
des cellules musculaires lisses et 4 un dép6t de collagéne et une nécrose fibreuse

résultant a des liaisons plexi-formes (Pietra, 1994).

1.6.2 BMP9

1.6.2.1 Généralités

La BMP9, appelée aussi GDF2 (Growth and Differentiation Factor-2), a

été découverte et clonée a partir d’ADNc de souris (Song et al., 1995) et sa structure
cristallographique a été accompli en 2005 (Brown et al., 2005). Elle est composée de
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429 acides aminés qui contiennent un peptide signal de 295 acides aminés ainsi que
d’une région mature qui contient 108 acides aminés. Elle est secrétée principalement
par les hépatocytes du foie (Song et al., 1995), ainsi que dans le systéme nerveux
central a partir de E14 chez la souris et dans les ostéoblastes humains (Lopez-
Coviella et al., 2000; Miller et al., 2000; Song et al., 1995; Suttapreyasri et al., 2006).
La BMP9 produite par le foie circule dans le sang & des doses biologiquement
actives. la dose moyenne du BMP9 dans le sérum humain étant de Sng/ml (David et
al., 2008).

1.6.2.2 Effets du BMP9

Invitro

Il a été rapporté que la BMP9 inhibe la migration et la croissance des CE
(David et al., 2007a). Plusieurs études ont démontré que la BMP9 peut aussi inhiber
la formation des nouveaux réseaux vasculaires (Larrivée et al., 2012). Bien que des
fortes doses de la BMP9 semblent avoir un effet inhibiteur sur les CE, une autre
étude a démontré qu’une faible dose de BMP9 induit la prolifération dans divers
types de CE in vitro et induit 1’angiogenese dans des essais de matrigel et dans le
cancer du pancréas chez I’humain (Heinke et al., 2008). Il est probable que la BMP9
posséde des effets différents sur les CE en fonction du contexte cellulaire et de sa
concentration. Une étude récente du laboratoire de K.Pietras a montré qu’il existe des
effets complexes entre TFG- § et BMP9 sur les CE, la combinaison de deux facteurs
résultant en un effet pro-prolifératif. De plus, ils démontrent que le traitement des CE
par TGF-p et BMP9 entraine une sensibilisation des CE aux facteurs de croissances

angiogéniques comme le VEGF (Cunha et al., 2010).

In vivo
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La BMP9 inhibe la prolifération de progéniteurs hématopoiétiques
(Ploemacher et al., 1999). Des études ont démontré que la BMP9 a un effet
ostéogénique, 1’injection du BMP9 recombinante chez le rat ou la souris contribuant
a la réparation des 1ésions osseuses (Alden et al., 2000; Helm et al., 2000; Li et al.,
2003a, 2003b, 2005). La BMP9 joue également un réle dans l’ossification des
muscles aprés les blessures (Leblanc et al., 2011). De plus, la BMP9 est impliquée
dans la différenciation des progéniteurs neuronaux en neurones cholinergiques
(Lopez-Coviella et al., 2000). Finalement, la BMP9 a un effet anti-angiogénique sur
le développement des vaisseaux sanguins dans la rétine de la souris (Larrivée et al.,

2012).

1.6.3 BMP10

La BMPI10 est un ligand pour le récepteur ALK1 (David et al., 2007a),
exprimé principalement dans le ceeur embryonnaire et adulte, dans le foie et les
poumons (Neuhaus et al., 1999). Elle a une structure semblable au BMP9 ce qui
explique son affinité pour ALK1.

La BMPI10 favorise la prolifération des cardiomyocytes (Nakano et al.,
2007). Une étude démontre qu’elle a un rdle pro-apoptotique sur le cancer de la
prostate (Ye et al., 2009) et elle a aussi un effet antiprolifératif sur les cellules du
cancer de sein. La BMP10 est de plus impliquée dans le développement cardiaque.
Cette protéine est en effet essentielle pour maintenir la croissance cardiaque pendant
la cardiogenése, son déficit chez les souris menant a la mort de I’embryon entre E9,5
et E10,5 dii a un défaut profond dans le développement cardiaque (Chen et al., 2004).
En effet, il a ét¢ démontré que la BMP10 joue un rdle crucial pour le dép6t de la
matrice pendant le remodelage cardiaque pour assurer une bonne fermeture du canal
artériel (Levet et al., 2015). Enfin, par son interaction avec ALK, la BMP10 a

également un role important durant le remodelage vasculaire (David et al., 2007).
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1.6.4 Complexe des récepteurs en présence de BMP9/BMP10

Une étude a proposé que la présence du ligand BMP9 ou BMP10
conduit a la formation d’un complexe formé d’un dimére de ALK1 et d’un dimére de
BMPRII ou ActRIIA (David et al., 2007a). Une autre étude cristallographique vient a
confirmer et de compléter ces études, montrant la forte affinité qui existe entre
BMP9-ALKI1 et les récepteurs de type II (Townson et al., 2012) (Figure-1.10). Dans
la méme étude, il a été rapporté que la BMP9 a une plus forte affinité pour ActRIIB

que pour BMPRII, alors que la BMP10 a une affinité relativement similaire pour les

trois récepteurs de type II.

Membrone Surface

Figure 1.10: Schéma démontrant la forte affinité entre ALK1-BMP9 et les
récepteurs de type II. Page 36 (Townson et al., 2012).
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1.7 Hypothése de travail

Dans les CE, la signalisation de ALK semble étre dépendante du
contexte, puisqu’elle peut avoir des effets opposés sur les CE provenant de différents
lits vasculaires. Elle est un facteur de quiescence puissant dans certains tissus tels
que la rétine, mais elle peut également favoriser l'angiogenése dans d'autres
contextes, tels que la lymphangiogenése du diaphragme. Une des questions les plus
intrigantes est de comprendre comment le méme ligand, BMP9, peut susciter une
telle diversité de réponses biologiques a travers son récepteur ALKI1. Notre
principale hypothése argumente que les récepteurs de type II aux BMP peuvent
moduler la signalisation d’ALK]1 chez les CE. Cette théorie principale nous pousse 4
formuler des hypothéses secondaires : 1) les récepteurs de type II aux BMP formant
un complexe avec les récepteurs de type I aux BMP (complexe ALK1, BMP9 et
ActrlIB) peuvent moduler les réponses induites par le ligand, telle que la
prolifération, la différenciation cellulaire et la migration. 2) Chaque récepteur de type
IT aux BMP (BMPRII, ActRIIA et ActRIIB) conduit & I’activation de facteurs de
signalisation spécifiques. 3) L’expression des récepteurs de type II aux BMP différe
d’un type de cellule endothéliale & un autre ce qui peut expliquer en partie le double
effet 4 1a réponse au BMP9 dans différents types des CE. Nous proposons donc de 1)
caractériser les effets fonctionnels des récepteurs de type II aux BMP en présence du
BMP9 chez les CE, 2) d’évaluer les effets biologiques de ces récepteurs dans la
transduction de la signalisation du BMP9 en utilisant des modéles in vitro
d’angiogenése et de vascularisation chez la souris et 3) comparer I’expression des
récepteurs de type II aux BMP dans plusieurs CE et tissus pour étudier I’effet de
cette différenciation sur I’angiogenése et le développement vasculaire. Les résultats
générés par cette étude devraient nous permettre de mieux comprendre certains des

mécanismes impliqués dans la morphogénése des vaisseaux sanguins.
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Résumé de I’article

Activine receptor-like kinase 1 (ALK1), un récepteur de type I aux BMP
spécifique aux cellules endothéliales (CE), joue un rdle important dans le
développement des vaisseaux sanguins en interagissant avec ses ligands Bone
Morphogenetic Protein 9 et 10 (BMP9-10). ALK1 peut former des complexes avec
trois différents récepteurs de type Il aux BMP (ActRIIA, ActRIIB et BMPRII) aprés
stimulation avec la BMP9. Cependant, la contribution des récepteurs de type II sur la
signalisation de ALK1-BMP9 n'a pas été étudié¢ en détail. Dans cette étude, nous
avons évalué l'implication fonctionnelle de ces récepteurs dans la signalisation de
ALK1 dans les CE. Nous avons observé que ALKI1 forme principalement des
complexes avec BMPRII et ActRIIB dans les CE. Par I'utilisation de mode¢les de
perte de fonction et de surexpression fonctionnelle, nous démontrons que BMPRII
est critique pour l'internalisation de ALKI et la signalisation des Smad, mais est
dispensable pour la signalisation non-Smad (Erk, Akt). Fonctionnellement, nous
montrons que BMP9 régule négativement la germination endothéliale, la
prolifération et la migration des CE, et que BMPRII est nécessaire pour la médiation
de ces effets. Cette étude permettra de mieux comprendre les effets de ALKI

pendant 1'angiogenése.



2.1 Summary

Activin receptor-like kinase 1 (ALK1), a specific type I BMP receptor of endothelial
cells (ECs), plays a role in the development of blood vessels by interacting with its
ligands Bone Morphogenetic Protein 9 and 10 (BMP9-10). ALK1 can form
complexes with three different type II BMP-receptors (ActRIIA, ActRIIB and
BMPRII) after stimulation with BMP9. However, the contributions of Type II
receptors on BMP9-mediated ALK signaling have not been studied in details. In
this study, we evaluated the functional implication of these receptors in ALKI
signaling in ECs. We observed that ALK primarily forms complexes with BMPRII
and ActRIIB in ECs. Using loss- and gain-of-function studies, we show that BMPRII
is critical for the internalization of ALK1 and downstream Smad signaling, but that it
is dispensable for non-Smad signaling (Erk, Akt). Functionally, we show that BMP9
negatively regulates endothelial sprouting, proliferation and migration, and that
BMPRII is required to mediate these effects. This study will allow a better
understanding of the effects of ALK during angiogenesis.
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2.2 Introduction

TGF-B superfamily members are important determinants of cellular fate,
proliferation and survival. This family of proteins consists of over 30 ligands,
including growth and differentiation factors (GDF), bone morphogenetic proteins
(BMP), activins as well as seven type I receptors (ALK1-7), and five type II
receptors (ActRIIA, ActRIIB, BMPRII, TGF-BRII, and AMHRII) and many co-

receptors and accessory proteins.

Typically, BMPs induce cell signaling by forming receptor complexes that include
the dimeric ligands, two type I receptors, and two type II receptors. Ligand binding
leads to trans-phosphorylation of the type I receptor kinase domain by the
constitutively active type II receptor kinase domain, which in turn leads to the
activation ofSmad signal transduction pathways and to the regulation of expression
of target genes. In addition to Smad signaling, TGF-B members have also been
shown to use non-Smad signaling pathways such as the p38, Erk1,2, Akt and Jun N-
terminal kinase (JNK) mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways to convey
their signals (David et al., 2007b).

ALK]1 is a TGF-B type 1 receptor, whose expression is largely restricted to the
endothelium. It binds almost exclusively to BMP9 and BMP10 (David et al., 2007a;
Suzuki et al., 2010). Genetic, pharmacological and histological data demonstrate the
critical role of ALKI1 for the proper morphogenesis of blood vessels and
dysfunctions in its signaling are associated with the abnormal development of blood
vessels in several pathologies (Cunha et al., 2011). In particular, mutations in ALK1
are associated with Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia (HHT), a disease
characterized by the formation of telangiectasias (small dilated blood vessels located
near the surface of the skin or mucous membranes, characterized by abnormal

arteriovenous connections) in the nose, oral cavity and gastrointestinal tract, as well



as superficial arteriovenous malformations (AVM), which are direct connections

between arteries and veins.

ALKI1 signaling is critical for proper vascular development, as mice displaying
mutations in the ALK1 gene (4cvril) die at embryonic day 11.5 (E11.5) due to
improper vascular remodeling. Recent studies have demonstrated that ALKI
activation by its ligands BMP9 and BMP10 leads to the inhibition of endothelial cell
migration and proliferation induced by VEGF (David et al.,, 2007a) and to the
acquisition of a quiescent phenotype by switching the balance between endothelial
tip and stalk cell specification (Larrivee et al.,, 2012). This effect appears to be
context-dependent, as BMP9 has also been reported to promote angiogenesis and the
induction of EC proliferation (Suzuki et al., 2010). Furthermore, BMP9 has also been
shown to promote the growth of multiple tumor cell lines (Herrera et al., 2009;
Herrera et al., 2013). The molecular mechanisms underlying the context-dependent

activities of BMP9 are unclear.

We hypothesized that the ligand selectivities of ALK1 and type II BMP receptors
may mediate the context-dependent activities of BMP9. Therefore, we explored the
relative contribution of type II BMP receptor for the functional responses of Human
Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECS) to BMP9. Our study shows that type II
BMP receptors modulate ALK signaling in ECs. We demonstrate that BMPRII and
ActRIIB are predominantly expressed in HUVECs and that they both form
complexes with ALK1 following BMP9 stimulation. While BMPRII is critical for
the internalization of ALK1 and the propagation of Smad signaling, it appears to be
dispensable for non-Smad signaling (Erk, Akt, JNK). Furthermore, we show that
BMP9 signaling in the presence of BMPRII triggers anti-proliferative and anti-
migratory signaling. These data highlight the relative impact and functional
consequences of type Il BMP receptors in the propagation of BMP9/ALK]1 signaling
in ECs.



44

2.3 Experimental Procedures

Antibodies and Recombinant Proteins:

Antibodies against BMPRII (ab96826), ActRIIA (ab96793) and ActRIIB (ab76940)
were obtained from Abcam while Alkl antibodies (anti-human ALK1 (AF370) and
anti-mouse Alkl (AF770)) were purchased from R&D Systems. Anti-CD31 (clone
M 8903) was obtained from BD Biosciences. Antibodies against pSmadl,s,9
(13820), Smad1 (9743), pErk1,2 (4370), Total Erkl,2 (4695), pAkt (Ser473) (4060)
and Total Akt (9272) were obtained from Cell Signaling.

Control siRNAs and siRNAs against ACVRL1, ActRIIB and BMPRII were obtained
from QIAGEN (Flexitube siRNA). Data were obtained using at least two different

siRNAs targeting different sequences for each gene.

Cell Culture:

HUVECs were obtained from Lonza and cultured in ECGM-2 (Lonza). Cells were
starved overnight in EBM-2 supplemented with 0.1% FBS at 37°C in 5% CO2 prior
to stimulation with 10 ng/ml BMP9 and/or 25 ng/ml VEGF.

SiRNA transfection :
HUVECs were transfected in 6 well-plates with 25pmol siRNA and 25 pmol

lipofectamine RNAiMax (Invitrogen) according to the instructions of the

manufacturer. Cells were used for experiements 48h after transfection.

Sprouting assay :
After siRNA transfection, HUVECs (250,000 cells/well in 6-well plates) were
resuspended in 300 pL fibrinogen solution (2,5 mg/ml fibrinogen (Sigma) in EBM-2

medium supplemented with 2% FBS and 50 mg/ml aprotinin (Sigma-Aldrich), and
plated on top of a precoated fibrin layer (400 ml fibrinogen solution clotted with 1 U



thrombin (Sigma-Aldrich) for 20 min at 37°C). The second layer of fibrin was
clotted for 1 hr at 37°C. Human Dermal Fibroblasts (HDF) (250,000 cells/well), in
EBM-2 supplemented with 2% FBS and 25 ng/ml VEGF, were then plated on top of
the fibrin layer. Cultures were incubated at 37°C, 5% CO2. Control cultures were
grown with VEGF for 2-3 days, VEGF was then removed, and cultures were grown
for another 2-3 days in the presence of growth factors (VEGF, BMP9). After 46
days, cultures were labeled with 4 mg/ml Calcein AM (Life Technologies) for 1h,
and imaged by fluorescence using a standard FITC filter.

Realtime gPCR:

RNA was isolated using the RNeasy Plus Kit (Qiagen). Thereafter, 0.5 ug RNA was
retrotranscribed with iScript cDNA synthesis kit (Biorad). Real-time quantitative
PCR (qPCR) reactions were performed using ABI 7500 (Applied Biosystems).

Quantitative PCR primers (Quantitect primer assays) were obtained from Qiagen.

Fold changes were calculated using the comparative CT method.

Western blot analysis:

The protein amount was determined using a BCA protein assay kit (Pierce) and 50 g
were separated by SDS PAGE. Thereafter, proteins were transferred to nitrocellulose
and membranes were blocked with 5% BSA in Tris-buffered Saline/0.01% Tween 20
for 1h and incubated with primary antibodies in blocking buffer overnight at 4°C.
After washing, membranes were incubated with the corresponding secondary
antibody for 2 hours at room temperature. Membranes were developed with ECL
(Biorad) and images acquired with a LAS-3000 Imaging system from Fujifilm

medical systems.

Laser capture micro-dissection:

Eyes were enucleated from P 17 mice (Normal vs OIR) and flash-frozen in OCT.

12pm sections were cut using a Leica cryostat at -20°C and air-dried for 10 min.
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Sections were stained with IsolectinB4 are retinal blood vessels were microdissected
using a Zeiss Observer microscope equipped with a Palm MicroBeam device. mRNA

was isolated and real time PCRs were performed as described above.

Electric Cell-substrate Impedance Sensing (ECIS) Assay:
The ECIS 9600 system (Applied Biophysics Inc., Troy, NJ, USA) was used to detect

and track HUVEC migration, proliferation and survival. Real-time analysis of trans-
endothelial electric resistance was performed by plating HUVECs onto 8W10E+ (for
proliferation); 8W10E PET (for migration) standard 8-well arrays at a density of
25,000 cells per well (migration) or 5,000cells per well (proliferation). Cells were
allowed to grow to establish a monolayer leading to a capacitance of less than 10nF.
Once confluent, cells were starved for 8 hours with endothelial basal media (EBM-2,
Lonza) and treated with 25 ng/ml. VEGF and 10ng/ml BMP9. Impedance was
measured using a ECIS 9600 impedance instrument. Measurements were taken for

100h (proliferation), 12h (surval and migration) post treatment.

Immunohistochemistry:

For retinal staining, PS5 pups were enucleated and the eyes were prefixed in 4%
paraformaldehyde (PFA) for 20 min at room temperature before dissection.
Dissected retinas were embedded in OCT compound before being processed for
cryosectioning. Sixteen pum sections were blocked overnight at 4°C in Tris-HC1 0.1
M-NaCl 150 mM containing 3% Blocking Reagent (Pierce) and 0.5% Triton X-100
(TNBT). Primary antibodies were incubated overnight in TNBT. After washing, the
retinas were incubated with IsolectinB4 in Pblec (1 mM MgC12, 1 mM CaCl2, 0.1
mM MnCI2, 0.1% Triton X-100 in PBS) overnight and incubated with the
corresponding secondary antibody (lifetechnology) for 2 h at room temperature, and
mounted in fluorescent mounting medium (DAKO, Carpinteria, CA, USA). Images
were acquired on a Olumpus Fluoview FV 1000 confocal microscope with the
Olympus FV 10-ASW Confocal Imaging System.



For HUVEC immunofluorescence, cells were treated with 10ng/ml BMP9 followed
by fixation in 4%PFA for 10min. Primary antibodies were then incubated overnight
in TNBT. After washing, cells were incubated with the corresponding secondary

antibody for 2 h at room temperature.

Receptor Internalization:

Receptor internalization experiments were done using flow cytometric analysis of
cell surface receptor expression. To determine the cell surface expression level of
Alkl, cells were treated with 10 ng/ml BMP9 for 30 min. To determine the density of
both intracellular and extracellular expression of ALK1, cells were washed with a
Perm/Wash buffer containing both 10% FBS and 1% saponin and stained 30 min at 4
°C with anti-ALK1 antibody. A maximum of 10,000 cells were counted using a
LSRFORTESSA X-20 (BD Biosciences) at the flow cytometry facility located at the
Hopital MaisonneuveRosemont. Relative expression of Alkl was calculated based
on A mean fluorescence intensity (A MFI of extracellular vs. total ALK1 expression)
for each fluorophore (Alexa fluor 568 or FITC) rather than computing the number of
fluorescent cells. Two control conditions were always carried out for each series of
experiments. For quantification of cell surface expression, flow cytometry data were

analyzed using FlowJo software, version 10 (TreeStar, Ashland, OR).

Statistical Analyses:

A two-tailed, unpaired Student’s t test was done to determine statistical significance
by calculating the probability of difference between two means (Graph- Pad Prism 4;
GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Differences were considered statistically
significant for p values of 0.05 or less (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005). Error
estimates are displayed as SEM.
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2.4 Results

Expression of Type II BMP receptors in ECs: We initially sought to determine the

expression of type II BMP receptors in ECs. Previous studies have shown that ALK1
can form signaling complexes in response to BMP9 or BMP10 stimulation with 3
type II BMP receptors, BMPRII, ActRIIA and ActRIIB (Townson et al., 2012). As
BMP9 has been shown to activate ALK 1 signaling in blood vessels of the retina and
negatively regulate angiogenesis (Larrivée et al., 2012), we first evaluated the
expression of type II BMP receptors in the retinal endothelium. Quantitative PCR
analysis of laser-capture microdissected ECs from post-natal (P)7 retinas showed that
ALK1 and BMPRII were the BMP9 receptors that showed greater expression in ECs,
while ActRIIA, and to a lesser extent, ActRIIB showed only weak expression (Fig.
1A). Immunostaining of P7 retinas confirmed that ALKl and BMPRII were
predominantly expressed in the endothelium (Fig. 1B). ActRIIA and ActRIIB
immunofluorescence revealed diffuse staining that was not restricted to the
endothelium. The expression of type II BMP receptors was also evaluated in
HUVECs by qPCR analysis and showed a trend similar to retinal ECs, characterized
by strong expression of BMPRII and ALK, and lower expression of the Activin
receptors (Fig. 1C). Functionally, we were able to confirm by immunoprecipitation
that ALK1 form complexes with both BMPRII and ActRIIB in HUVECs following
BMP9 stimulation (Fig. 1D). Therefore, subsequent studies focused on the role of
BMPRII and ActRIIB in ECs.

BMP9 inhibits the sprouting of ECs in the presence of BMPRII: BMP9 has

previously been shown to inhibit sprouting angiogenesis in HUVECs (Kim et al.,
2012; Larrivée et al., 2012). To evaluate the relative contribution of type II BMP
receptors, we cultured HUVECs in 3D fibrin gels and induced tube formation with
VEGF as previously described (Larrivée et al., 2012). HUVECs were transfected
with siRNA targeting either ActRIIB or BMPRII, or control siRNA, before they were



embedded in a fibrin gel. As previously demonstrated, stimulation of cultures with
10ng/ml BMP9 resulted in a potent inhibition of tube formation in HUVECs
transfected with control siRNA (Fig. 2A, B). Inhibition of ActRIIB did not prevent
the inhibitory effects of BMP9. However, transfection of HUVECs with BMPRII
siRNA, significantly blocked the inhibitory effects of BMP9 on endothelial
sprouting. These data demonstrate that BMPRII expression is required for the
inhibitory effects of BMP9 on endothelial sprouting, but that the expression of
ActRIIB is dispensable. The efficiency of siRNA-mediated knockdown of type II
BMP receptors was confirmed by gPCR analysis of transfected HUVECs (Fig. 2C).

BMP9 Requires BMPRII for its anti-proliferative and anti-migratory activities:

BMP9 has been shown to be a potent inhibitor of endothelial proliferation and
migration (David et al., 2007a, 2008). We examined the potential roles of relevant
type II BMP receptors in BMP9 responses in HUVECs. A real-time monitoring
technique based on electric cell-substrate impedance sensing (ECIS) was used to
measure cell proliferation and migration (Fig. 3). HUVECs transfected with control
or target sSiRNAs were cultured in ECIS chambers for up to 100 hours in the presence
of VEGF with or without 10ng/ml BMP9. We observed that BMP9 caused a
significant delay in cell growth in HUVECs transfected with either control or
ActRIIB siRNA (Fig. 3A). However, the anti-proliferative effects of BMP9 were
partially abrogated in the absence of BMPRII. Similarly, we also observed that
BMP9 caused a significant inhibition of VEGF-induced migration only in the
presence of BMPRII (Fig. 3B). Together, these data highlight the requirement of
BMPRII in mediating the anti-proliferative and anti-migratory effects of BMP9 in
ECs.

BMPRII is required for BMP9-induced target gene expression: Several studies have

shown that stimulation of ECs with BMP9 leads to the expression of Notch target
genes (Heyl and Hey2), the upregulation of endothelial stalk cell and arterial
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markers (Jaggedl, VEGFR1, EphrinB2) and the downregulation of endothelial tip
cell markers such as Apelin (Larrivée et al., 2012). The relative expression of these
genes contributes to the proper growth of new blood vessels. To examine the
contribution of type II BMP receptors on downstream target genes induced by
BMP9, HUVEC: transfected with target siRNAs were stimulated with BMP9 for 3
hours, and mRNA was collected and processed for qPCR analysis. As previously
demonstrated, we showed that BMP9 stimulation upregulated Heyl, Jaggedl,
EphrinB2 and Unc5B, and downregulated Apelin mRNA (Fig. 4). Transfection with
ActRIIB siRNA did not significantly modulate the effects of BMP9, but BMPRII
knockdown did abrogate the effects of BMP9 on gene expression. Taken together,
these data show that BMPRII expression is required for BMP9-ALK1 downstream

activation of target gene expression.

BMPRII is required for BMP9-induced ALK internalization and downstream Smad
signaling: BMP9 stimulation of HUVECs induces rapid phosphorylation of

SMAD1,5,9, but has also been shown to activate non-Smad signaling such as Erk1,2,
Akt and JNK (Cai et al., 2012). While BMP-mediated Smad signaling has been
shown to play a role in EC tip/Stalk cell specification (Larrivée et al., 2012), the role
of BMP-mediated non-Smad signaling in ECs is still unclear. As we have shown that
BMPRII is essential for the anti-angiogenic activities of BMP9 in ECs, we evaluated
its contribution in the propagation of BMP9 signaling. siRNA-transfected HUVECs
were starved overnight in 0.5%FBS, followed by stimulation with BMP9 for 15 min.
BMP9 stimulation of HUVECs induced phosphorylation of Smad1,5,9 and Erkl,2,
but did not significantly induce Akt phosphorylation (Fig. 5). Smadl,5,9
phosphorylation was BMPRII-dependent, as shown by siRNA-mediated knockdown
of BMPRII, which significantly reduced BMP9-mediated Smad phosphorylation.
However, the activin receptors ActRIIA and ActRIIB appeared to be dispensable for
BMP9-mediated Smad signaling, as no changes in Smad1,5,9 phosphorylation were
observed in their absence. Interestingly, HUVECs transfected with BMPRII siRNA



exhibited stronger Erkl,2 and Akt phosphorylation in response to BMP9, while
ActRIIB siRNA-transfected cells showed decreased Erkl,2 phosphorylation. These
data show a requirement for BMPRII for the propagation of Smad signaling, but also
suggest that BMPRII is dispensable for BMP9-mediated non-Smad signaling in ECs.

BMP signaling is regulated by receptor oligomerization and membrane localization
and its subsequent intracellular signal propagation is controlled by endocytosis of the
receptor complex (Ehrlich, 2016). As our data clearly show that BMPRII is required
for the activation of Smadl,5,9 signaling by BMP9, we evaluated whether BMPRII
controlled the internalization of ALK1 following BMP9 stimulation. The stimulation
of ALK1 with BMP9 triggered the internalization of ALK 1, which led to pronounced
clustering and endocytosis of surface receptor (Fig. 6A).While loss of ActRIIB did
not significantly affect ALK1 clustering and internalization following BMP9
stimulation, knockdown of BMPRII appeared to block internalization of ALKI.
These observations were confirmed by flow cytometry analysis, which showed a
significant reduction in cell surface localization of ALK1 in BMP9-treated HUVECs
stimulated with BMP9. While BMP9-induced internalization was still present in
ActRIIB siRNA-transfected HUVECs, loss of BMPRII significantly impaired ALK
internalization triggered by BMP9 (Fig. 6B, C). Together, these data show a critical
role for BMPRII in ALK internalization following BMP9 stimulation. Lack of
receptor complex internalization in BMPRII-deficient cells may account for reduced
Smad signaling. Indeed, we showed that HUVECs treated with dynasore, an inhibitor
of dynamin-dependent endocytosis (Macia et al., 2006), showed significantly
reduced Smad1,5,9 phosphorylation in response to BMP9 (Fig. 6D). These results
indicate that inhibition of dynamin-dependent endocytosis of the ALK1/BMPRII
receptor complex affects Smad phosphorylation. Lack of BMPRII would result in
impaired receptor complex internalization in ECs in response to BMP9, leading to
decreased Smad phosphorylation and loss of its effects on angiogenesis and vascular

remodeling.
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2.5 Discussion

The cellular effects of BMP9/ALKI1 signaling in endothelial cells are controversial.
Multiple reports have shown conflicting data with regards to its effects on
angiogenesis. For example, in immortalized mouse embryonic endothelial cells, a
constitutively active form of ALK1 (ALK1ca) increases migration and proliferation
of ECs (Goumans et al., 2002, 2003). Similarly, another study shows that BMP9
induces the proliferation of several endothelial cell lines (Suzuki et al., 2010).
However, other reports show that ALK1ca expression inhibits EC proliferation but
has no effect on capillary tube formation (Ota et al., 2002). Furthermore, a study in
Human Microvascular Endothelial cells also found that expression of ALKlca
inhibits proliferation and migration (Lamouille et al., 2002) and that ALK1 down-
regulation accelerates EC migration. Finally, several studies have shown that
treatment of multiple endothelial cell lines with BMP9 inhibits sprouting, migration
and proliferation (David et al., 2007a, 2008; Larrivée et al., 2012; Scharpfenecker et
al., 2007). These differences could be due to the differences in expression of factors
modulating BMP signaling and may account for the apparent discrepancies in ALK1

signaling activities.

In the present work, we demonstrate that the complexes that ALK1 forms with type
IT BMP receptors can directly modulate downstream signaling events and affect the
BMP9 biological responses in ECs. Because ALK 1-specific ligands have not been
recognized until recently, we still do not completely understand which type I BMP
receptors partner with ALK1 to form a functional signaling complex in ECs. Three
different type II BMP receptors, BMPRII, ActRIIA, and ActRIIB, have been
suggested for BMP9 signaling, and thus indirectly implicated in ALK1 signaling, but
their respective contributions to BMP9 signaling are unclear. We show here that the
predominant type II receptor expressed in two endothelial cell types in which BMP9

has previously been shown to have anti-angiogenic activities is BMPRII (Larrivée et



al., 2012). In HUVECs, stimulation of BMP9 leads to rapid receptor complex
formation and internalization of ALKI/BMPRII, leading to Smadl,S,9
phosphorylation and modulation of the expression of downstream target genes which
play a role in the switch between endothelial tip/stalk cell specification. These
signaling events lead to the inhibition of EC sprouting, proliferation and migration.
In the context of BMPRII knockdown, it appears that the other two BMP9 type II
receptors cannot compensate for the loss of BMPRII. These data therefore suggest
that the relative expression of type II BMP receptors may modulate the fine balance

of cellular events triggered by BMP9 in ECs.

Accordingly, we observed that while Smad signaling was impaired in BMPRII-
deficient cells, non-Smad signaling such as Erk1,2 and Akt was enhanced. Similarly,
while Smad signaling was not affected in the absence of ActRIIB, we observed a
small but significant reduction of Erkl,2 phosphorylation in ECs lacking this
receptor. These data suggest that the relative levels of type II BMP receptors may
fine-tune the balance between Smad and non-Smad signaling in ECs. Although the
Smad pathway is best characterized downstream of BMP?9, it is increasingly apparent
that it can activate other signaling pathways (Derynck and Zhang, 2003). Previous
studies have shown that ALK signaling triggers p38, JNK, Erk1,2 and Akt signaling
in ECs (David et al., 2007b) but the implications of these molecular events in
mediating the biological effects of BMP9 are still unresolved. For example, it has
been suggested that the inhibition of EC migration induced by ALKI signaling is
independent of Smad signaling, but would instead be a consequence of inappropriate
Erk1,2 signaling (David et al., 2007b). Therefore, the increased EC migration
resulting from BMPRII inhibition may be a consequence of increased Erkl,2
activation, as opposed to the reduction of Smad signaling. Taken together, these data
clearly suggest that changes in relative levels of type II BMP receptors in ECs can
lead to significant changes in downstream signaling events and may allow BMP9 to

switch from a predominantly Smad response in the presence of high levels of
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BMPRIJ, to a predominantly non-smad response in cells with low BMPRII.

Our study therefore allows us to propose a model, in which the anti-angiogenic
effects of BMP9 would require the internalization of a ALKl/BMPRII receptor
complex, which would lead to Smad signaling and the modulation of the expression
of genes involved in tip/stalk cell specification. However, in ECs displaying low
levels of BMPRII, BMP9-induced receptor complex internalization would be
reduced and lead to predominantly non-smad signaling. According to this model,
type II BMP receptors would therefore be critical regulators of the BMP9 response in
ECs.
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2.8 Figure Legends

Figure-2.1. Expression of type II BMP receptors in ECs. (A) P7 retinas were
cryosectioned, stained with fluorescently labeled-isolectinB4 and isolectinB4-
positive tissue was harvested by laser capture microdissection. mRNA was harvested
from collected samples and processed for quantitative PCR analysis. Expression
analysis showed significant expression of ALKI and BMPRII, with ActRII4 and
ActRIIB being expressed at lower levels (n=3 animals). (B) Immunofluorescent
staining was performed on cryosections of P7 retinas, and fluorescently labeled
isolectin was used to counterstain the entire vasculature. Staining of retinas
confirmed the expression of ALK1 and BMPRII in the endothelium. Scale bar
represents 75 pm. (C) Quantitative PCR analysis of mRNA harvested from HUVECs
show strong expression of ALK1 and BMPRII and low expression of ActRIIA and
ActRIIB (n= 3 repeats). (D) Association of BMPRII and ActRIIB with ALKI in
response to BMP9 (10 ng/ml) for 15 minutes. HUVEC protein extracts were
immunoprecipitated with an ALK1 antibody, incubated with protein G-Sepharose
beads and analyzed by immunoblotting as indicated. Image shown is a representative

blot of an experiment performed 4 times.

Figure-2.2. Contribution of type II BMP receptors to Endothelial Sprouting /n Vitro.
(A) Representative images of siRNA-transfected HUVECs sprouting in a fibrin gel
in the presence or absence of BMP9. Scale bar, 75 pm. (B) Quantification of tube
surface area. Graphs represent the average of eight experiments. (C) Quantitative
PCR analysis of siRNA transfected HUVECs confirmed the knockdown of target
genes. All values are mean + SEM. *p < 0.05; Student's t test.

Figure-2.3. BMP9 inhibits endothelial proliferation and migration in the presence of
BMPRII. BMP9 inhibition of endothelial proliferation in vitro. (A) Effect of type II
BMP receptors on HUVEC proliferation in the presence or absence of BMP9.



HUVEC: at a density of 2,000 cells/well in §W10E+ Plates in the presence of VEGF
or VEGF + BMP9 were followed during 100 hours using the ECIS system. (B)
Effect of type II BMP receptors on HUVEC migration in the presence or absence of
BMP9. Cell migration data were collected in 8W10E PET ECIS chambers after a
small wound was performed in a HUVEC monolayer using a high current pulse.
Closure of the wound was monitored for 12 hours. Results from 1 representative
experiment performed four (proliferation) or three (migration) times are presented as
cell index different times after plating. Cell Index is derived as a relative change in
measured electrical impedance to represent cell status and is directly proportional to

cell number.

Figure-2.4. BMP9 signaling requires BMPRII to modulate endothelial gene
expression. qPCR analysis of genes involved in Notch signaling or endothelial
tip/stalk cell specification in siRNA-transfected HUVECs after 3 hr stimulation with
BMP9. Graphs represent the average of three to five experiments. All values are

mean = SEM. *p < 0.05; Student's t test.

Figure-2.5. Requirement of type II BMP receptors for BMP9 signaling in HUVEC:s.
(A) Western blot analysis of control or target siRNA-transfected HUVECs following
stimulation with 10 ng/ml BMP9 for 15 min. (B) Quantification of band intensity
was performed by densitometric analysis. Graphs represent the average of three to

five experiments. All values are mean = SEM. *p < 0.05; Student's t test.

Figure-2.6. BMPRII regulates ALK internalization following BMP9 stimulation.
(A) HUVECs transfected with siRNA were stimulated with 10 ng/ml BMP9 and
stained with a CD31 (green) and ALK1 antibodies (red). (Scale bar represents 75
um). (B) Flow cytometry analysis of siRNA-transfected HUVECs showing ALK1
fluorescence following before and after BMP9 stimulation in permeabilized and non-

permeabilized cells. (C) Quantification of ALKI relative fluorescence in
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permeabilized and non-permeabilized HUVECs following BMP9 stimulation. (D)
Serum starved HUVECs were treated for 2 h with 40 uM dynasore or 0.05% DMSO
and incubated for 15 min at 37°C with BMP9. Smadl,5,9 phosphorylation was
monitored by western blot. Graphs represent the average of three experiments. All

values are mean = SEM. *p < 0.05; Student's t test.

Figure-2.7. Working Model for BMP9/ALK 1/BMPRII Signaling in ECs.
The data suggest that BMP9 binding triggers the association of ALK1 and BMPRII,
which is required for receptor complex internalization and activation of downstream

Smad signaling, which in turns regulate gene expression and vascular quiescence.
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CHAPITRE III

DISCUSSION

ALK1 est un important régulateur de la formation des vaisseaux
sanguins, mais est également impliqué dans la croissance vasculaire anormale dans
plusieurs pathologies (Cunha et al., 2011). Une inactivation du géne codant pour
AILK]1 (ACVRLI) dans un modéle murin conduit & une létalité embryonnaire précoce
a E11.5, induite par des défauts dans le remodelage du plexus capillaire primaire en
un réseau fonctionnel d’artéres, de capillaires et de veines (Urness 2000). Plusieurs
études ont d’ailleurs démontré le double effet pro- et anti-angiogénique de la liaison
du récepteur ALK1 a son ligand BMP9 (Larrivée et al 2012, Suzuki et al 2010).
L’étude que nous présentons ici tente de comprendre les implications moléculaires de
ce double effet, et plus particulicrement le réle de récepteur BMPRII dans

I’orientation d’un switch anti-angiogénique apres leur liaison avec ALK1.

Nous avons dans cette étude comparée ’expression des récepteurs de
type II entre deux types cellulaire exprimant un effet anti- et pro- angiogénique en
réponse au BMP9. Le traitement au BMP9 de cellules endothéliales humaines
ombilicales (HUVEC) permet d’observer un effet anti-angiogénique, alors que dans
les cellules lymphatiques le résultat contraire a été observé (Figue3.l). Les
quantifications par gPCR ont permis de mettre en évidence la différence d’expression
des récepteurs de type II dans ces deux types cellulaires. L’implication des récepteurs
ActRIIB et BMPRII dans cette réponse contraire semble donc résulter de leur
expression cellulaire différentielle (Figure-3.2). Les données in vivo corroborent

parfaitement les résultats que nous avons obtenu in vitro : la rétine présente en effet



des niveaux importants du récepteur BMPRII, en réponse desquelles un
traitement au BMP9 par injection intravitréale induit un effet anti-angiogénique
prononcé. (Larrivée et al., 2012). Nous nous sommes donc par la suite penchés sur
les mécanismes par lequel ce récepteur médie les effets anti-angiogéniques de la

BMP9.

L’implication des récepteurs aux BMP de type II sur la formation des
vaisseaux sanguins a été¢ mise en évidence in vitro sur un modeéle de sprouting
(Larrivée et al., 2012). La diminution d’expression de BMPRII (par diminution de
I’expression du BMPRII via un siRNA) entrainait une augmentation de tubes par
rapport au contrdle, ainsi que la perte de 1’effet du BMP9 sur les cellules traités avec
BMPRII siRNA. L’ensemble de ces données suggérent que le BMPRII contribue
dans ’effet anti-angiogénique , résultat corroboré par les travaux de David et al dans
lesquels la BMP9 montre un effet anti-angiogénique sur les CE(David et al., 2007a) .
La diminution de I’expression de ActRIIB par siRNA n’a de fagon assez surprenante

conduit a aucun effet significatif sur le sprouting.

Plusieurs expériences de prolifération cellulaire ont été réalisées afin de
corroborer le concept anti/pro-angiogenique . Dans un systéme permettant de corréler
la résistance électrique du systéme a la prolifération cellulaire (ECIS), nos résultats
ont démontré que la perte de BMPRII favorise la prolifération cellulaire, ainsi que
I’inhibition de I’effet antiprolifératif du BMP9. Cette derni¢re donnée confirme que
le récepteur BMPRII contribue dans 1’effet antiprolifératif du BMP9 (David et al.,
2007b). Concernant ActRIIB, [’absence d’effet significatif aprés diminution
d’expression du récepteur pourrait s’expliquer, comme dans notre modele de
sprouting, par sa faible concentration dans les HUVEC et sa possible redondance
avec ActRITA.



71

Nous avons grice au méme systéme testé la migration des CE. Tout
comme au niveau de la prolifération cellulaire, nos résultats ont montré que le

silencing du BMPRII inhibait I’effet du BMP9 et favorisait la migration cellulaire.

Plusieurs études cristallographiques ont montré qu’en présence du ligand
BMP, un complexe composé de récépteurs de type I et des récepteurs de type II se
formait (Greenwald et al., 2003; Townson et al., 2012). En accord avec ces données,
nos travaux ont également démontré par immunoprécipitation que BMPRII et
ActRIIB se lient a ALK1 en présence de BMP9, résultats également corroborés par

Townson et al (Townson et al., 2012).

L’internalisation de ALK correspond a une étape clé de sa signalisation
(Rudini et al., 2008). Nous avons de ce fait voulu étudier I’effet de ces récepteurs sur
I’internalisation de ALK1. Nos résultats ont ainsi permis de mettre en évidence que
la perte de BMPRII inhibe I’internalisation de ALK1, ce qui indique que BMPRII
présente davantage d’affinité pour ALK1 en présence de BMP9. L’internalisation en
question a été mesurée par cytométrie de flux, confirmant que BMPRII est nécessaire

a ’internalisation de ALK]1.

La BMP9 est par ailleurs un activateur canonique de la voie Smad par
I’intermédiaire de ALK1 (Larrivée et al., 2012). Nos résultats ont permis de
démontrer que la perte de BMPRII induisait une diminution d’activation de la voie
smad, indiquant donc que BMPRII est directement impliqué dans la signalisation de
smad. Nos résultats rejoins une étude ou la surexpression de BMPRII active la
signalisation de la voie Smad (Amsalem et al., 2016). Cette derni¢re donnée fait
directement suite aux données montrant que  BMPRII induisait I’internalisation de
AILK1, ayant pour effet I’activation de la voie smad 1,5,8. Aussi, nos résultats sont
consistants avec la littérature, suggérant que BMPRII régule la signalisation des

récepteurs de type I par endocytose (Amsalem et al., 2016).



De la méme fagon, les cellules traitées avec BMPRII siRNA présentent
un défaut au niveau de 1’activation de la signalisation de la voie Smad, alors qu’au
contraire les voies Erkl, 2 et Akt sont activées. Il est également important de
mentionner que méme si la voie Smad n’est pas affectée par 1’absence d’ActRIIB,
une réduction éigniﬁcative de I’activation des voies Erkl et 2 a pu étre mis en
évidence dans les CE traitées par le ActRIIB siRNA . L’ensemble de ces données
permet d’avancer que les niveaux d’expression du récepteur BMPRII semblent
finement réguler la voie Smad et les voies Smad-indépendantes au niveau des CE.
Dans ce méme type cellulaire, la voie Smad n’est toutefois pas uniquement
consécutive a I’action de la BMP9, mais semble également pouvoir activer d’autres
voies de signalisation telles que p38, JNK, Erk 1 et 2, ainsi que AKT (David et al.,
2007b). La signification biologique de ces cascades d’activation secondaires a la
liaison du BMP9 n’est toutefois pas encore comprise. Certaines pistes semblent
toutefois confirmer que I’inhibition de la migration des cellules endotheliales induite
par ALK1 n’est pas due a la signalisation Smad, mais davantage a un déréglement
des voies Erk 1 et 2 (David et al., 2007b). De ce fait, nous pouvons ainsi comprendre
que le phénomene contraire, a savoir I’augmentation de la migration endothéliale en
réponse a I’inhibition du BMPRII est due a une activation des voies Erk 1 et 2. Ces
résultats suggérent qu’un changement de concentration des récepteurs aux BMP de
type II est susceptible de moduler les voies de signalisation secondaires et pourrait
permettre au BMP9 de basculer d’un phénotype Smad-dépendant en présence de

BMPRII a un phénotype Smad-indépendent lorsque ces niveaux décroissent.

Notre étude nous permet donc de proposer un modele, dans lequel les
effets anti-angiogéniques de la BMP9 exigeraient l'internalisation d'un complexe de

récepteurs BMPRII/ALK]1, ce qui conduirait a la signalisation de la voie Smad et la
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modulation de I'expression des génes impliqués dans la spécification pointe / tige des
cellules endothéliales.

11 est toutefois nécessaire d’apporter ici une critique réaliste des données
obtenues. Plusieurs expériences, de par leur design ou simplement par les résultats
obtenus, présentent certaines carences que des expériences complémentaires devront
corriger. La surexpression des récepteurs BMPRII et ActRIIB fait partie de ces
points faibles.

L’autre faiblesse de 1’étude se situe au niveau de 1’effet pro-angiogenique
du BMP9Y, qui n’a pu étre mis en évidence dans les HUVEC, probablement en raison
des niveaux élevés de récepteurs BMPRII. L’utilisation d’une autre lignée cellulaire
n’exprimant que peu de BMPRII, telle qu’une lignée de cellules lymphatiques qui au
contraire présentant des concentrations d’ ActRIIB plus conséquentes pour un niveau
faible de BMPRII aurait pu palier a ce probléme et devra étre envisagée pour la suite

du projet.

Cette étude pourrait étre une plateforme pour la compréhension du
mécanisme d’action de BMP9 sur les CE. De plus, ¢lle pourrait aider & comprendre
les mécanismes de certaines pathologies comme I’hypertension pulmonaire, dont la
principale cause est une mutation du géne bmpr2. Enfin, ces résultats pourront aider
a diriger les recherches qui se focalisent sur le récepteur ALK1 comme nouvelle

cible thérapeutique en angiogencse.



Perspectives

Les résultats présentés dans ce manuscrit indiquent que le récepteur
BMPRII contribue majoritairement dans 1’effet anti-angiogenique du BMP9 sur les
CE. Ces données représentent aujourd’hui une étape fondamentale dans la
compréhension des mécanismes anti-angiogeniques.

L’importance d’un mécanisme mis en évidence in vitro ne peut toutefois
véritablement se mesurer qu’au travers son implication au sein d’un systéme
physiologique complexe. Une translation vers un modéle in vivo reste de ce fait
nécessaire aujourd’hui afin de corroborer les travaux accomplis, et devrait étre
effectué.

Le choix du modele animal adéquat. L’un des modeles d’angiogenése
par excellence est le modéle de développement vasculaire rétinien murin.
L’utilisation commune et relativement peu couteuse, 1’utilisation d’un modéle murin
permet la génération de données rapides couplée & un pouvoir statistique important.
Considéré comme le tissu métaboliquement le plus actif de 1’organisme, la rétine de
la souris présente le grand avantage d’offrir un modéle de développement vasculaire
complet en I’espace de 21 jours. L’absence de macula n’est que peu préjudiciable ici,
puisque le développement vasculaire reste globalement similaire au développement
vasculaire de la rétine humaine. Il est également important de spécifier que le
montage a plat (Flatmount) des rétines extraites permet de trés simplement mesurer
I’état du développement vasculaire. L’étude de I’implication du BMPRII sur la
formation des plexus vasculaires rétiniens serait donc tout a fait envisageable au
travers le développement de la vasculature rétinienne.

Pour se faire, un ko systémique du géne bmpr2, inductible par systéme
Cre Lox (tamoxifen inductible) permettrait de montrer la régulation du
développement vasculaire en condition ko. Cet animal génétiquement modifié

présente une possibilité, mais il ne faut toutefois pas exclure I’impact de 1’absence du
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récepteur BMPRII au niveau des types cellulaires autres que les cellules constituant

I’endothélium vasculaire.



ANNEXES
FIGURES SUPPLIMENTAIRES

Non-traité

Figure 3.1: le double effet du BMP9 sur différents types de CE.
lere ligne HUVEC en culture sans et avec BMP9 : effet anti-angigénique.
2eme ligne cellules lymphatiques en culture sans et avec BMP9 : effet pro-

angigénique.
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Figure 3.2: gPCR comparative entre I’expression des récepteurs de type II aux BMP

chez les HUVEC et Les cellules Lymphatiques.
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