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NOUVELLE

Le cil primaire au coeur
de la pathogénie du prolapsus
de la valve mitrale

Michel Pucéat

> Les malformations congénitales des
valves du cceur ont une prévalence esti-
mée a environ 5 % des nouveau-nés, et
sont présentes dans 20 % a 30 % des
cas de malformation cardio-vasculaire
congénitale [1]. La valve mitrale est
souvent affectée. Le prolapsus de la
valve mitrale plus modéré et sans symp-
tome est par ailleurs fréquent dans la
population générale, affectant 1 individu
sur 40, tous dges confondus [2]. Le pro-
lapsus de la valve mitrale congénital non
syndromique résulte d’'une anomalie du
développement embryonnaire de cette
valve. Ses conséquences sur la fonction
cardiaque ne s’observent cependant,
pour la plupart des sujets atteints, qu’a
I’dge adulte. Des études génétiques ont
identifié, chez les individus atteints,
des mutations dans les genes codant la
filamine A (FLNA) [3], la LIM and cys-
teine-rich domains 1 (LMCD1), la tensine
1 (TNSI) [4], Dachsous (DCHSI1) [5], et
la zinc-finger protein (DZIP1) [6], mais
ces mutations ne rendent compte qu’a
peine de 2 % des cas et leurs effets sur
le développement de la valve mitrale
restent a déterminer. La malformation
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conduisant au prolapsus de la valve
mitrale résulte d’une sécrétion excessive
de protéines de la matrice extracellu-
laire par les cellules interstitielles dans
les feuillets valvulaires, ce qui entraine
une dégénérescence myxomateuse ou
fibro-élastique de la valve. La fuite de
sang vers |'oreillette gauche lors de la
contraction ventriculaire (régurgitation
mitrale) [7] altére progressivement la
fonction du ventricule gauche, nécessi-
tant alors une intervention chirurgicale
pour réparer ou changer la valve.

Nous nous sommes intéressés au lien
intrigant entre la mutation du gene
DCHSI, qui code Dachsous, une pro-
téine impliquée dans la polarité pla-
naire des épithéliums, et le prolapsus
de la valve mitrale. €n effet, dans le
cadre du réseau transatlantique d’ex-
cellence MITRAL financé par la Fon-
dation Leducg, nos collaborateurs
francais et américains avaient identi-
fié, en France et aux états-Unis, deux
familles comportant plusieurs individus
porteurs, a I’état hétérozygote, d’une
mutation faux-sens dans le gene DCHSI
(c.6988C>T; p.Arg2330Cys ou c.7538G5A ;
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p.Arg2513His) et atteints d’un prolapsus
de la valve mitrale [5].

Différenciation de cellules souches
pluripotentes induites en cellules
valvulaires

Nous avons produit des cellules souches
pluripotentes ou cellules iPS (induced
pluripotent stem cells) & partir de cel-
lules valvulaires d’un patient porteur de
la mutation DCHS1:c.6988C>T prélevées
lors d’une intervention chirurgicale sur
sa valve mitrale. Des cellules iPS non
mutées et les cellules iPS porteuses de
la mutation ont été différenciées en
cellules endocardiques, puis en cellules
valvulaires, par un protocole mimant
le scénario du développement normal
des valves [8] pendant I’embryoge-
nése [9] (Figure 1). Les cellules iPS
non mutées ont d’abord été différen-
ciées en cellules du mésoderme par
I’action de la protéine BMP2 (bone mor-
phogenetic protein 2) et de la protéine
Wnt3a (Wingless integration site 3a),
puis en cellules endocardiques par
’action du VEGF (vascular endothelial
growth factor) et du FGF8 (fibroblast
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Figure 1. La différenciation de cellules pluripotentes humaines in vitro mime la valvulogenése

embryonnaire chez la souris. TEM : transition épithélio-mésenchymateuse ; V: ventricule pri-

maire ; 0 : oreillette ; CAV : canal atrio-ventriculaire ; TE : tronc efférent.

growth factor 8). Afin de caractériser le
phénotype de ces cellules, nous avons
comparé leur transcriptome et celui
des cellules endocardiques du canal
atrio-ventriculaire de souris au stade
embryonnaire €9.5, au moment de la
transition épithélio-mésenchymateuse
d’une fraction des cellules endocar-
diques qui est a I'origine des cous-
sins puis des feuillets valvulaires de la
valve mitrale [8]. Cette comparaison a
révélé de nombreux transcrits communs
aux deux préparations cellulaires. Nous
avons confirmé ce résultat en détermi-
nant la séquence nucléotidique des ARN
messagers issus de cellules uniques.
Cette analyse a révélé I’hétérogénéité
des cellules endocardiques obtenues
par différenciation des cellules iPS,
incluant des cellules hémogéniques!
(une possibilité connue de différencia-
tion des cellules endocardiques [10]),
mais aussi des cellules endothéliales ou
en cours de transition épithélio-mésen-
chymateuse, c’est-a-dire les cellules
a l'origine des valves. Cette analyse a
également montré la fiabilité du pro-
tocole de différenciation des cellules
iPS in vitro (Figure 1). Afin de mimer
la situation physiologique, les cellules

! Cellule hémogénique : cellule capable de différenciation en
cellule hématopoiétique.
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endocardiques obtenues a partir des
cellules iPS non mutées ont ensuite
été cultivées en présence de BMP2 (qui
est naturellement sécrétée par les cel-
lules du myocarde in vivo) pour déclen-
cher la transition épithélio-mésen-
chymateuse convertissant ces cellules
endocardiques en cellules valvulaires
interstitielles. Le séquengage des ARN
messagers issus de cellules uniques a
montré la diversité des cellules val-
vulaires interstitielles obtenues, et
notamment un début de différenciation
vers les types cellulaires attendus dans
les différentes couches histologiques
de la valve mitrale : fibrosa (riche en
protéoglycanes), spongiosa (riche en
fibres de collagéne), et lamina atrialis
ou lamina ventricularis, qui sont les
deux couches les plus superficielles
situées respectivement du coté atrial et
du c6té ventriculaire de la valve (riches
en fibres d’élastine et de collagene)
[11]. Uanalyse bioinformatique de ces
transcriptomes a montré que les cel-
lules interstitielles se regroupaient en
fonction de leur identité cellulaire et de
leur localisation future dans la valve.

La différenciation des cellules iPS por-
teuses de la mutation de DCHSI en
cellules endocardiques par le méme
protocole a montré tout d’abord que
les cellules obtenues avaient conservé

leur capacité de transition épithélio-
mésenchymateuse en présence de BMP2.
Des analyses de protéines de la matrice
extracellulaire (collagéne, hyaluronane
et périostine) par immunofluorescence
ont montré une sécrétion accrue de
ces protéines par ces cellules. De plus,
I"analyse du transcriptome de cellules
uniques a montré une perte d’identité
des cellules valvulaires interstitielles
mutées. Toutes exprimaient tous les
génes codant les protéines de la matrice
extracellulaire, et il n’était plus pos-
sible de regrouper ces cellules en sous-
types correspondant aux différentes
couches histologiques. Enfin, I'analyse
du cil primaire des cellules interstitielles
mutées a révélé un nombre plus faible
de cellules ciliées et la présence de
cils plus courts, comme cela avait été
montré précédemment chez les souris
hétérozygotes invalidées pour le gene
Dchs! [5].

Le cil primaire au cceur

de la pathogénie du prolapsus

de la valve mitrale

Le cil primaire transmet a la cellule
des signaux extérieurs par I'intermé-
diaire de différents récepteurs mem-
branaires et voies de transduction, dont
la voie de Sonic hedgehog (SHH) et
son récepteur membranaire Patched I
[12], connue pour activer I’expres-
sion de genes codant des protéines de
la matrice extracellulaire [13]. SHH,
par sa liaison a Patched I a la surface
du cil, induit la translocation de ce
récepteur a la surface apicale de la
cellule, ce qui déclenche la signali-
sation intracellulaire. Nous avons fait
I"hypothese que les cellules valvulaires
interstitielles porteuses de la mutation
de DCHSI dépourvues de cil primaire ou
possédant un cil anormalement court
étaient incapables de transduire cor-
rectement le signal SHH. Une analyse de
la localisation de Patched I par immu-
nofluorescence a en effet montré que
ce récepteur, normalement situé sur le
cil primaire des cellules non mutées en
I’absence du ligand, était anormalement
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Figure 2. Mécanisme d’activation constitutive de la voie de signalisa-

tion de sonic hedgehog (SHH) et de la sécrétion excessive de protéines
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présent a la surface apicale des cellules
porteuses de la mutation, ou son acti-
vation constitutive devait stimuler la
production de protéines de la matrice
extracellulaire. Nous avons alors testé
I’efficacité d’un inhibiteur pharmacolo-
gique de la voie de SHH, la cyclopamine,
sur des cellules mutées, ce qui a permis
de rétablir un phénotype cellulaire nor-
mal. Inversement, une activation de la
voie SHH dans les cellules non mutées
par I’ajout d’une forte dose du ligand
entraine un phénotype cellulaire anor-
mal (Figure 2).

Perspectives

La voie de signalisation par SHH peut
étre manipulée pharmacologiquement.
Elle joue un rdle majeur au cours du
développement embryonnaire, et est
moins active dans "organisme adulte
(en dehors de certaines maladies telles
que le cancer ou la fibrose tissulaire).
Une inhibition de la voie SHH pourrait
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de la matrice extracellulaire dans les cellules valvulaires mutées.
Dans la cellule valvulaire interstitielle normale (& gauche), le récep-
teur Patched 1, apres liaison de son ligand SHH, se déplace du cil

primaire vers la surface apicale pour activer la voie de signalisation

intracellulaire. SHH active "expression de genes codant des protéines

HAS1

de la matrice extracellulaire. Dans la cellule porteuse de la mutation
de DCHSI (a droite), Patched 1 est anormalement localisé a la sur-

face apicale méme en I’absence de SHH, et la voie de signalisation est

POSTN constamment activée. La cyclopamine, qui inhibe la voie de signali-

sation de SHH, corrige le phénotype cellulaire anormal. Inversement,

MEC

une suractivation de la voie SHH dans des cellules non mutées leur

confére un phénotype pathologique. MEC : matrice extracellulaire ;

HASI : géne codant la hyaluronane synthase 1 ; COLIAI : géne codant

la chaine alpha-1 du collageéne 1; POSTN : géne codant la périostine.

constituer une nouvelle opportunité thé-
rapeutique pour le prolapsus de la valve
mitrale chez les individus porteurs de
mutations des genes DCHSI ou DZIPI
[6]. On ignore encore si cette voie de
signalisation est impliquée dans d’autres
formes de prolapsus valvulaire. ¢

The primary cilia at the heart of mitral
valve prolapse pathogeny
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