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Résume

Le syndrome de Noonan (SN) est une maladie génétique autosomique dominante relativement
fréquente (1/2000 naissances), qui appartient a la famille des syndromes Neuro-Cardio-Facio-Cutanés
(NCFC), et qui caractérisée par 1’association d’une cardiopathie, d’une dysmorphie faciale et d’un
retard de croissance. Dans 50% des cas, le SN est causé par des mutations sur le géne PTPN11, codant
la tyrosine phosphatase SHP2. SHP2 joue un role essentiel dans le développement et ’homéostasie de
multiples tissus et organes par sa capacité a réguler diverses voies de signalisation majeures, telles que
les voies Ras/Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K)/Akt et
JAK2/STATS. Si I’on sait que les mutations SN de SHP2 causent son hyperactivation, il reste a
comprendre comment cette hyperactivation de SHP2 induit le développement des différents
symptdmes du SN et notamment le retard statural, dont I’origine reste mal comprise bien qu’il
concerne 80% des patients SN. Or, des études cliniques ont révélé que les patients SN présentent des
taux normaux d’hormone de croissance (Growth Hormone, GH) associés a des taux faibles d’Insulin-
like-Growth-Factor-1 (IGF-1), son médiateur biologique, un profil hormonal évocateur d’une résistance
a GH.

Ces travaux de thése ont donc eu pour objectifs d’identifier le role de SHP2 en aval du
récepteur de GH et de déterminer quelles étaient les conséquences physiopathologiques des mutations
SN de SHP2 dans la réponse a GH. A I’aide de différents outils moléculaires et cellulaires et d’un
modéle murin du SN (souris Ptpn11°%¢"*), nous avons montré que SHP2 joue un rdle négatif dans la
production d’IGF-I induite par GH, ce qui se traduit par des taux bas d’IGF-I chez des animaux SN en
phase de croissance, en association avec un retard statural. D’un point de vue mécanistique, nous
avons démontré, par différentes approches, que SHP2 joue un réle positif dans 1’activation de la voie
Ras/MAPK induite par GH, sans affecter les autres voies de signalisation activées par le R-GH
(JAK/STAT, PI3K/Akt). Nous avons, de plus, disséqué le mode d’action de SHP2 dans I’activation de
la voie Ras/MAPK, en montrant que SHP2 joue un role positif dans I’activation de Ras en
déphosphorylant la protéine adaptatrice Gabl sur ses sites de recrutement pour un inhibiteur naturel de
Ras, RASGAP. Enfin, nous avons pu faire le lien entre ces 2 processus dépendants de SHP2 sous
induction par GH, en montrant que l’inhibition des MAPK induisait une augmentation de la
production d’IGF-I induite par GH, in vitro et in vivo. De fagon importante, cette restauration des taux
d’IGF-I chez les souris SN s’accompagne d’une amélioration de leur croissance, suggérant que le
ciblage de la voie Ras/MAPK puisse avoir un effet bénéfique sur le retard de croissance des sujets SN.
A T’appui de cela, plusieurs études récentes ont montré un effet bénéfique d’un tel traitement sur

d’autres traits phénotypiques (cardiopathies, dysmorphie).
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Abstract

Noonan syndrome (NS) is a common congenital autosomal dominant disorder (estimated
incidence 1/2000 live births), that belongs to the family of Neuro-Cardio-Facio-Cutaneous (NCFC)
syndromes and is characterized by heart defects, facial dysmorphic features and growth retardation.
Nearly half of the NS patients carry a mutation of the PTPN11 gene, encoding the tyrosine
phosphatase SHP2, that plays a key role in development and homeostasis of multiple tissues and
organs, through its ability to regulate various signaling pathways, including the Ras/Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK), Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K)/Akt and JAK2/STAT5 module.
It is known that NS-causing mutations induce a hyperactivation of the phosphatase. However, it
remains to be established how this hyperactivation is responsible for the development of the different
symptoms of the disease. This is notably the case for short stature, which origin is poorly understood
although it concerns 80% of NS patients. Clinical studies have revealed that NS patients display
normal level of growth hormone (GH) but low level of Insulin-like-Growth-Factor-1 (IGF-I), its
biological mediator, a hormonal profile that is evocative of GH resistance.

This project thus aimed at identifying the role of SHP2 downstream of the GH receptor and at
determining the pathophysiological outcomes of SN-causing SHP2 mutations in GH response. Using
different molecular and cellular tools as well as a mouse model of NS (Ptpn11°®*¢"* mice), we have
shown that SHP2 plays a negative role in GH-induced IGF-I production, which results in low IGF-I
levels in growing NS animals, in association with short stature. On a mechanistic point of view, we
demonstrated through several approaches, that SHP2 plays a positive role in GH-evoked Ras/MAPK
activation, without affecting other signaling pathways activated by the GH-R (JAK/STAT, PI3K/Akt).
Moreover, we deciphered how SHP2 acts in the Ras/MAPK pathway, showing that it participates in
Ras activation by dephosphorylating the adaptor Gabl on its binding site for RASGAP, a natural
inhibitor of Ras. Lastly, we could link these 2 SHP2-dependent processes under GH induction,
showing that MAPK inhibition results in an increase in GH-induced IGF-I production in vitro and in
vivo. Importantly, restoring IGF-I level in young NS animals results in an improvment of their growth
parameters, suggesting that targeting that Ras/MAPK pathway could be beneficial on growth
retardation in NS subjects. Supporting this view, recents reports have shown that such strategy could

be effective to alleviate other NS features, notably cardiopathy and dysmorphic abnormalities.
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Introduction générale

Le syndrome de Noonan (SN) est une maladie genétique relativement fréquente
(1/1000 a 1/2500 naissances) qui se caractérise principalement par une dysmorphie faciale,
une cardiopathie et un retard de croissance. Ces signes phénotypiques sont partagés avec une
pénétrance variable avec d’autres syndromes apparentés au SN que sont le syndrome
L.E.O.P.AR.D. (SL), le syndrome de Costello, le syndrome Cardio-Facio-Cutané et la
Neurofibromatose de type I, formant ainsi la famille des syndromes Neuro-Cardio-Facio-
Cutané (NCFC).

Apres avoir décrit les aspects cliniques de ces différents syndromes dans le chapitre |
de I’introduction bibliographique, nous verrons que le diagnostic clinique est bien souvent
difficile a poser a cause de la superposition plus ou moins importante des phénotypes. Dans
un deuxiéme chapitre de cette introduction, nous montrerons qu’avec la découverte des
mutations responsables de ces syndromes, le diagnostic clinique s’est vu enrichi d’un
diagnostic moléculaire. De fagon intéressante, nous verrons que tous les génes mutés dans les
NCFC appartiennent a la voie de signalisation Ras/Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK), une voie de signalisation majeure qui régule des processus cellulaires fondamentaux
que sont la prolifération, la différenciation et la survie des cellules. Nous décrirons ensuite les
conséquences des mutations des différents acteurs de cette voie en lien avec le développement
des NCFC qui ont, en conséquence, été redéfinis sous la dénomination de « RASopathie », et
évoquerons les premiéres corrélations génotype/phénotype disponibles a ce jour.

Des mutations du gene PTPN11, codant pour la tyrosine phosphatase SHP2, étant une
des premieres causes des NCFC, car a I’origine de la moitié¢ des cas de SN, nous consacrerons
le chapitre 111 de cette introduction a décrire cette protéine, ses fonctions, et les conséquences
de ses dérégulations en condition pathologique. Ainsi, nous verrons que si I’ontologie de
certains des traits phénotypiques du SN associé aux mutations de SHP2 commence a étre
comprise, les mécanismes responsables du développement d’autres symptomes sont tres peu
¢lucidés. C’est notamment le cas du retard statural, alors que celui-ci concerne plus de 80%
des patients SN et est retrouvé de fagon plus ou moins pénétrance dans les autres NCFC.

Comprendre 1’origine du retard statural dans le SN a donc fait 1’objet de ce travail de
these, qui est présenté dans la partie Résultats Expérimentaux de ce manuscrit. Des études
cliniques sur le dosage hormonal des patients avaient révélé des taux circulants normaux voire

¢levés d’hormone de croissance (Growth Hormone, GH) associés a des taux faibles d’Insulin-
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like-Growth-Factor-1 (IGF-I), le médiateur biologique des effets de GH. Ce profil hormonal
étant évocateur d’une résistance a GH et le récepteur a GH (GH-R) n’étant pas muté chez les
patients SN, I’hypothése d’une résistance post-récepteur a GH avait été posée. Nous avons
donc voulu évaluer cette hypothése en étudiant le réle de SHP2 dans la réponse biologique a
GH, puis en déterminant 1I’impact de mutations SN sur cette fonction.

Nous avons d’abord développé différentes approches visant a interférer avec la
fonction de SHP2, par I’utilisation d’un lentivirus portant un ARNsh dirigé contre SHP2
endogene ou encore par expression d’un dominant négatif de SHP2, dans des modéles
cellulaires sensibles & GH (3T3F442A, HEK293 exprimant le R-GH). Ceci nous a permis de
démontrer que SHP2 régule positivement la voie de signalisation Ras/MAPK induite par GH,
en déphosphorylant les sites de recrutement de RasGAP, un inhibiteur naturel de RAS, sur la
protéine adaptatrice Gabl. Concernant la réponse biologique a GH, nous avons montré que

SHP2 régule négativement la production d’IGF-I, par un mécanisme dépendant des MAPK.

Dans un second temps, nous avons cherché a déterminer I’impact des mutations SN
sur la réponse & GH, en termes d’activation de la voie Rass/MAPK et de production d’IGF-I.
Pour cela, nous avons développé différentes stratégies, dont une approche originale de Knock
Out/ Knock In cellulaire permettant d’obtenir une hétérozygotie fonctionnelle pour les
mutants SN de SHP2. Ceci nous a permis de montrer que les formes SN de SHP2
hyperactivent la voie Ras/MAPK sous stimulation par GH in vitro et in vivo. De plus, grace a
un modéle murin du SN (Ptpn11°%*®*), nous avons mis en évidence I’existence d’un retard de
croissance qui était corrélé a des taux faibles d’IGF-I chez les souriceaux SN, ce qui est en
accord avec les données cliniques retrouvées chez les patients SN. De fagon importante, nous
avons pu démontrer qu’un traitement de femelles allaitantes par un inhibiteur
pharmacologique de MEK résultait en une augmentation significative des taux d’IGF-I chez
les souriceaux SN, avec pour conséquence une amélioration de leur croissance des les 5
premieres semaines de vie. Ainsi, ces résultats suggérent qu’un défaut de I’axe GH/IGF-I, via
la dérégulation de la voie Ras/MAPK, serait a ’origine du retard de croissance chez les
patients SN mutés sur le gene PTPN11.

Ces travaux ouvrent donc de nouvelles perspectives de recherche dans la
compréhension des rbles physiologique et physiopathologique de SHP2, notamment le
traitement du retard de croissance chez les patients atteint du SN. Ils pourront peut-étre
permettre I’identification de nouvelles cibles dans le traitement du retard de croissance chez

les patients atteints par ce syndrome.
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Chapitre I- Aspects cliniques du syndrome de
Noonan et des syndromes apparentés

Décrit pour la premiere fois en 1968 par la J.A. Noonan, cardiopédiatre, le syndrome
de Noonan (SN ; MIM#163950) est caractérisé principalement par une dysmorphie faciale, un
retard statural et une cardiopathie (Noonan, 1968). Cette triade phénotypique est retrouvée,
avec une expression variable, dans d’autres syndromes phénotypiquement proches que sont le
syndrome L.E.O.P.A.R.D. (SL; MIM#151100), le syndrome Cardio-Facio-Cutané (CFC ;
MIM#115150), le syndrome de Costello (SC ; MIM#218040), la Neurofibromatose de type |
(NF1; MIM#162200) et le syndrome de Legius (NFLS; MIM#611431). Par leurs traits
clinigues communs, ces syndromes ont été regroupés sous le terme de syndromes Neuro-
Cardio-Facio-Cutanés (NCFC). Cependant, le diagnostic clinique s’avére quelquefois difficile

a poser a cause du chevauchement fréquent des symptdémes manifestés par les patients.

Dans ce premier chapitre, nous nous intéresserons a la description clinique du
syndrome de Noonan et des syndromes apparentés. Nous présenterons les différentes
anomalies phénotypiques qui, pour certaines, sont partagées entre ces syndromes. Nous
insisterons plus particulierement sur une des anomalies les plus fréquentes retrouvées dans le
SN, a savoir le retard de croissance, dont I’origine reste mal comprise et qui a fait ’objet de
ce travail de these. Enfin, nous discuterons des possibilités thérapeutiques actuellement
disponibles et de leurs limitations.
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Chapitre I- Aspects cliniques du syndrome de Noonan et des syndromes apparentés

I. Description clinique du syndrome de Noonan

A. Géneralités

Le syndrome de Noonan (SN) est une maladie génétique fréquente dont la prévalence
est estimée entre 1/1000 a 1/2500 naissances vivantes (Tartaglia et al., 2011). Ces analyses
n’ayant pas été réalisées a partir d’études de population et ne tenant pas compte des cas
d’interruptions spontanées de grossesse, l’incidence de la maladie pourrait étre plus
importante que sa prévalence. D’un point de vue génétique, les mutations de novo sont les
plus fréquentes, responsables de 60% des cas de SN (Jamieson et al., 1994). Dans les formes
familiales, la transmission de la mutation se fait par un mode autosomique dominant, le plus
souvent par 1’allele maternel, probablement expliquée par I’infertilit¢ masculine des patients

SN, comme nous le verrons plus loin (Kelnar, 2009).

B. Les différentes anomalies du syndrome de Noonan : la triade phénotypique

1. Ladysmorphie faciale

La dysmorphie faciale est un trait phénotypique plus ou moins marqué selon les
patients. Ce phénotype dysmorphique évolue avec 1’age du patient. Allanson et al. ont
caractérise ce phénoméne de changement de phénotype dysmorphique « The Changing
Phenotype ». Souvent marqués lors de la petite enfance jusqu’au début de 1’adolescence, les
signes dysmorphiques sont plus subtils a 1’age adulte, rendant ainsi le diagnostic plus difficile
bien que certains individus adultes puissent conserver 1’ensemble des caracteres

dysmorphiques (Figure 1).

Chez le nouveau-né SN, la dysmorphie faciale se caractérise par une téte large avec
une petite face sous un large crane, un front plus haut que la normale avec un rétrécissement
au niveau des tempes. Dans 95% des cas, les yeux sont proéminents et trés écartés
(hypertélorisme), les paupieres supérieures sont tombantes (ptosis), le nez est plutét court et
large et les oreilles sont orientées en rotation postérieure avec un hélix épais. Ce dernier trait,
trés présent, est conservé chez les patients SN quel que soit leur age. Généralement, le cou est
court avec un exceés de peau au niveau de la nuque. L’implantation basse des cheveux
concerne plus de la moitié des patients. Au niveau de la bouche, la levre supérieure a un

philtrum assez marqué et le palais est souvent haut et arqué (45% des cas).

Chez le nourrisson SN, on retrouve certains signes observés chez le nouveau-né. La

téte est large avec un front qui s’éléve exagérément et les yeux sont encore proéminents avec
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Chapitre 1- Aspects cliniques du syndrome de Noonan et des syndromes apparentés

un hypertélorisme et des paupieres épaisses. La racine du nez est déprimée avec une base

large et une extrémité bulbeuse.

Au cours de I’enfance, le visage manque souvent d’expression. L’hypertélorisme et la
position basse des oreilles en rotation postérieure sont conservés. Les traits du visage
deviennent plus nets au cours de I’adolescence : le visage s’affine, la racine du nez est plus
étroite et le pont est fin et haut avec une base large, les yeux deviennent moins proéminents.
Une des caractéristiques du visage de I’adolescent est sa forme triangulaire avec un menton en

pointe.

A T’age adulte, les signes faciaux deviennent discrets. Cependant, quelques adultes
conservent un ptosis, un hypertélorisme, des oreilles basses avec un hélix épais, en rotation
postérieure et un large cou. Chez 1’adulte agé, la peau est fine et presque transparente, les plis

nasolabiaux sont plus proéminents que ceux visibles chez les personnes agées saines.

Ainsi, le parametre « dysmorphie faciale » pour le diagnostic des patients SN peut
s’avérer difficile a mesurer étant donnée la variabilité des différents signes qui la composent.
Néanmoins, certains traits dysmorphiques sont conservés, comme [’hypertélorisme, des
oreilles en position basse et en rotation postérieure et un large cou, et peuvent donc aider au

diagnostic clinique (Allanson, 1987; Tartaglia et al., 2011).

Nouveau-né Nourrisson Enfant Adolescent  Adulte

Figure 1 : Anomalies faciales observées chez les patients SN a différents ages: ""The Changing
Phenotype™ (Allanson J.E., 1987).
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Chapitre I- Aspects cliniques du syndrome de Noonan et des syndromes apparentés

2. Le retard de croissance
a) Aspects cliniques de la croissance post-natale dans le syndrome de Noonan

Le retard de croissance concerne plus de 80% des patients SN, constituant, avec les
anomalies faciales et cardiaques, un des signes majeurs de I’expression de la maladie. Ainsi,
en I’absence d’anomalie cardiaque, le retard de croissance est bien souvent ce qui amene & la
consultation et au diagnostic du SN (Noonan, 1968). Nous allons donc nous intéresser dans

cette partie aux critéres de ce diagnostic du retard de croissance.

Généralités sur ’évaluation des parameétres de la croissance

Les anomalies de la croissance chez les patients SN sont identifiées en établissant une
courbe de croissance par des mesures de leur taille au cours du temps et en la comparant avec
une courbe de croissance de la population générale ou «courbe de référence ». Cette

comparaison permet ainsi de détecter un retard statural éventuel.

Des courbes de croissance de référence ont été établies d’aprés la moyenne des tailles
de la population générale. Au-dessus et en-dessous de cette courbe de référence, des courbes
supplémentaires délimitent des « couloirs » qui tiennent compte de la variabilité de la taille au
sein de la population générale. Lors d’un examen clinique, la mesure de la taille est notée
dans un des couloirs et est comparée a la valeur de référence ; si la valeur se situe dans le
premier couloir au dessus de la courbe de référence, on dit que la mesure de la taille dévie
d’une unité supérieure ou +1 déviation standard (DS) par rapport a la moyenne, dans le
deuxieme couloir a +2 DS, etc. A l'inverse, si la valeur se situe dans le premier couloir en-
dessous, la taille dévie de 1 unité inférieure a la moyenne ou -1 DS, dans le deuxieme couloir
-2 DS, etc (Figure 2).
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Chapitre I- Aspects cliniques du syndrome de Noonan et des syndromes apparentés

Taille Taille
(cm) (cm)
180 ©9)

Tailles de la population générale . o 180
170 en déviations standard (0S) < +2 170

Moyenne

160 160

150 150

140 140

130 130

120 120

110 110

100 100

90 90

80 80

70 70

60 = 60

Figure 2 : Courbes de croissance de référence de la population générale (filles).

Les valeurs des tailles en déviations standards (DS) et en centimétres sont représentées. La moyenne des tailles
est représentée par un trait plein. Les variations de la taille par rapport & la moyenne sont représentées par des
traits discontinus.
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Figure 3 : Représentation schématique de la distribution des tailles dans la population générale
et correspondance percentile-déviations standards

Distribution gaussienne des mesures de la taille dans la population génerale. La médiane de la courbe correspond
a la moyenne des tailles dans la population générale (50°™ percentile ou 0 DS). Toutes les valeurs des tailles
supérieures a la moyenne représentent une distribution de 50% des individus, de méme pour les valeurs des
tailles inférieures. Environ 96% des individus ont une taille qui varie de — 2,5 a + 2,5 DS (du 1% au 99°™
percentile). Les valeurs des tailles inférieures a -2 DS (5°™ percentile) ou supérieures +2 DS (95°™ percentile),
considérées, respectivement, comme anormalement faibles ou élevées, sont représentées en rouge sur le schéma.
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Les valeurs des tailles de la population générale suivent une distribution gaussienne,
calculée par des tests statistiques. La moyenne de la distribution représente la moyenne des
tailles des individus dans la population générale (0 DS). On considere donc que 50% des
individus ont une taille supérieure ou inférieure a cette moyenne. D’un point de vue clinique,
Oéme

cette moyenne est appelée le 5 percentile (Figure 3).

A chaque courbe représentant une DS correspond une courbe en percentile. Ainsi, il
est admis qu’une taille de -2 DS et une taille de +2 DS correspondent au 5™ et 95°™
percentile, respectivement. La variabilité des tailles entre -2 DS et +2 DS représente 96% de
la population générale. Les cliniciens considérent qu’en dessous de -2 DS, la mesure de la
taille est anormalement faible, et ce d'autant plus que le percentile est plus bas. De méme, au
dessus de + 2DS, la mesure est considérée comme anormalement élevée, et ce d'autant plus

que le percentile est élevé.

b) Les anomalies de la croissance dans le SN

Les premiéres courbes de croissance au sein de la population des patients SN ont été
établies et montrent un retard de croissance a 1’age de 2 ans et maintenu jusqu’a 1’age de 20
ans. Bien qu’un retard de croissance dés la naissance soit observé dans 10% des cas, dans
90% des cas les nouveau-nés SN présentent une taille moyenne et un poids moyen normaux,
respectivement de 3182 g et 51,0 cm chez les gargons et de 3219 g et 51,1 cm chez les filles
(Ranke et al., 1988; Witt et al., 1988). Pour ces patients, le retard statural se développe ensuite
dans les premiéres années de vie, suggérant qu’il ne soit pas la conséquence d’un retard de

croissance intra-utérin.

Ces premicres courbes de croissance ont ¢été enrichies grace a 1’accumulation de
données cliniques. Ceci a permis d’¢élaborer de nouvelles courbes chez les garcons et chez les
filles SN et ainsi constitue une référence de tailles au sein méme de la population des patients
SN (Romano et al., 2010) (Figure 4).
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Figure 4 : Courbes de croissance des garcons et des filles atteints du SN (d’apreés (Ranke et al., 1988)
et élaborées par Novo Nordisk selon la charte de croissance du SN)).

Les courbes de croissance des garcons SN panel supérieur (en bleu) et des filles, panel inférieur (en rose) sont
représentées. La moyenne de leur taille est représentée par la courbe rouge. Ces courbes de croissance sont
comparées aux courbes de référence modélisées par la zone orangée. Les valeurs des percentiles et des DS sont
indiquées.
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L’analyse de ces courbes montre que I’évolution de la croissance en période post-
natale est globalement identique chez les garcons et chez les filles bien qu’elle soit décalée
dans le temps. En moyenne, la courbe de croissance des patients SN suit le 3éme percentile de
la population générale jusqu’a I’age de 10 ans pour les filles et de 12 ans pour les garcons. A
I’age adulte, 54% des femmes et 38% des hommes conservent une taille inférieure au 3éme
percentile. Dans cette étude, notons qu’environ 30% des femmes SN et des hommes SN ont
une taille supérieure au 10éme percentile (Noonan et al., 2003; Ranke et al., 1988). Selon
I’étude de Witt et al, la taille adulte finale est, en moyenne, de 150,5 cm pour les femmes
(n=19) et de 161,0 cm pour les hommes (n=18). Ces données sont proches de celles observées
dans une deuxieme étude qui rapporte une taille adulte chez les femmes de 152,7 cm (n=18)
et chez les hommes de 162,5 cm (n=20). Plus récemment, en 2007, Shaw et al. observent une
taille finale de 152,7 cm (n=25) chez la femme et de 167,4 cm (n=18) chez ’homme (Ranke
et al., 1988; Shaw et al., 2007; Witt et al., 1986). De ces études, il apparait également qu’un
tiers des adultes SN rattrapent leur retard statural, mais que pour plus de 50 % des femmes SN

et 40% des hommes SN, un retard de croissance inférieur a -2 DS persiste (Figure 4).

Un parameétre supplémentaire, évalué secondairement aux mesures de la taille, est la
vitesse de croissance (Figure 4). Chez les enfants sains, celle-ci est élevée dans les deux
premicres années de vie, puis diminue jusqu’au début de la puberté. A la puberté (10 ans pour
les filles, 12 ans pour les garcons), la vitesse de croissance est fortement ré-augmentée d’ou
I’apparition d’un pic sur la courbe (Figure 5). Chez les patients SN, il apparait que la vitesse
de croissance ralentit jusqu’a 1’age de 12 ans pour les filles et de 14 ans pour les garcons. Ces
patients ont donc un retard de croissance aggravé au moment de la puberté. En effet, ce
ralentissement va conduire a un retard de 1’apparition de la puberté de 2 ans en moyenne, et
en conséquence, a une accélération plus tardive de leur vitesse de croissance. Ainsi, les
patients SN vont acquérir leur taille adulte finale vers I’age de 20 ans plutot qu’a 1I’age normal

de 16-17 ans.
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Figure 5 : Comparaison des vitesses de croissance des patients SN (en rouge) et de la population

générale (orange) (d’apres la charte de croissance du syndrome de Noonan élaborée par Novo
Nordisk).

Les courbes de vitesse de croissance de la population générale sont modélisées par les couloirs orange. Les
courbes rouges correspondent aux vitesses de croissance des gargons (panel supérieur) et des filles (panel
inférieur). Le début de la puberté est représenté par la fleche rouge.

Pour évaluer le retard de croissance, des radiographies de la main sont également
réalisées. Ces radiographies vont permettre de déterminer des points d’ossification du
cartilage afin d’attribuer un age osseux. L’age osseux est identique a 1’age chronologique chez
les patients sains alors que les patients SN ont un &age osseux plus jeune que leur age

chronologique suggérant d’un retard de croissance (Butler et al., 2000).
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Il est a noter que le retard de la puberté a également des conséquences sur la fonction
génitale des patients SN. Les filles SN ont généralement une ménarche retardée qui apparait
en moyenne vers 1’dge de 14,6 ans, mais leur fertilité ne semble pas étre atteinte. La majorité
des garcons SN (75%) ont une cryptorchidie et/ou des anomalies hormonales comme des taux
¢élevés d’hormones lutéinisantes et folliculo-stimulantes lors de la puberté et a I’age adulte.
Une faible quantité de liquide séminal chez les garcons a également été rapportée, suggérant
une anomalie dans la spermatogénese (Theintz and Savage, 1982). Ces différentes
observations pourraient expliquer le probleme de fertilité retrouvé chez la plupart des hommes
SN.

c) Aspects hormonaux de la croissance post-natale dans le SN

Pour comprendre 1’origine du retard de croissance observé chez les patients SN, des
études hormonales ont été faites a la recherche d’anomalies notamment au sein de I’axe

somatotrope, un élément essentiel au contréle de la croissance.

L ‘axe somatotrope

L’axe somatotrope s’articule autour de plusieurs acteurs localisés dans différents tissus
et organes. Au niveau de I’hypothalamus, les neurones hypothalamiques relarguent la Growth
Hormone-releasing Hormone (GHRH), qui agit sur 1’hypophyse antéricure (ou
antéhypophyse) par D’intermédiaire de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
spécifiques. Une fois activés, ces récepteurs induisent une transduction du signal
intracellulaire visant a augmenter I’expression et la sécrétion de 1’hormone de croissance
(Growth Hormone, GH). Cette derniére est sécrétée de facon pulsatile et peut agir par
I’activation de son récepteur (R-GH) directement sur ses tissus cibles, a savoir le foie, I’0s, le
muscle ou encore le tissu adipeux. Toutefois, la GH exerce la plupart de ses effets trophiques
par D’intermédiaire de 1’Insulin-like-Growth Factor-I (IGF-1). L’IGF-1 est produit
principalement par le foie (fonction endocrine) et par des tissus périphériques (fonction auto-
paracrine) sous 1’action de la GH. L’IGF-I est ensuite sécrété dans la circulation générale pour

atteindre les organes impliqués dans la croissance longitudinale (os, muscle...).

Notons que I’IGF-I libre dans le sang est en tres faible proportion (1%) car sa demi-vie
est trés courte (environ 10 min). Ainsi, la majorité d’IGF-I circulant est associée a des
protéines de liaison, les IGF-Binding Protein (IGFBP) représentées par 6 isoformes (IGFBP, 1
a 6). Parmi elles, I’'IGFBP-3 qui est elle-méme associée a une sous-unité acide labile (Acid
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Labile Subunit, ALS). Ce complexe ternaire (IGF1-IGFBP-ALS), de haut poids moléculaire,
permet d’augmenter la demi-vie de I’IGF-1 mais limite également sa biodisponibilité.

L’axe somatotrope peut étre régulé négativement par 1’intervention principalement de
la somatostatine (Somatotropine Release Inhibiting Hormone, SRIH) qui inhibent la sécrétion
de GH par I’hypophyse, ou encore par I’IGF-I lui-méme qui, via une boucle de rétrocontréle
négative, freine la sécrétion de GHRH au niveau de I’hypothalamus. Une fine régulation de
I’axe somatotrope est nécessaire, par le jeu d’'une communication étroite entre les différents
acteurs qui le composent, pour une croissance appropriée (M.C. Raux Demay, 2006) (Figure
6).
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Y vie : 10° Y vie = 30° % vie : 12-15h

Figure 6 : Représentation schématique de I’axe somatotrope : son activation et sa régulation
(d’aprés (M.C. Raux Demay, 2006)).
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Anomalies de [’axe somatotrope dans le SN

Des dysfonctionnements de 1’axe somatotrope a chacun des différents niveaux qui le
composent (anomalies de sécrétion des differents hormones ou protéines de liaison, mutations
des récepteurs, perte de rétrocontrble, résistance, insensibilité hormonale, perturbation des
signaux intracellulaires...) se traduit par des anomalies, positives ou négatives, de la

croissance (Savage et al., 2010).

Certains de ces dysfonctionnements peuvent étre identifiés par différents tests (M.C.
Raux Demay, 2006). Ainsi, plusieurs auteurs ont pu identifier des taux circulants de GH dans
le sang, normaux voire élevés a la suite de test de stimulation de GH (Binder et al., 2005b;
Limal et al., 2006b). Concernant le profil hormonal d’IGF-I, les mesures des taux d’IGF-I ont
révélé des valeurs anormalement basses, ou dans la limite inférieure lors de sécrétion
spontanée. Ces différentes données suggérent qu’il n’existe pas de déficit en GH (Growth
hormone deficiency, GHD), mais que 1’origine du retard de croissance serait plutot en faveur
d’une insensibilité partielle 8 GH (GH insensivity, GHI) (Ahmed et al., 1991; Kirk et al.,
2001; Noordam et al., 2001; Romano et al., 1996; Thomas and Stanhope, 1993). Cette GHI
serait partielle comme le souligne la réponse au traitement par GH chez ces patients, que nous

verrons ci-dessous.

Cependant, les dosages d’IGF-I restent encore controversés, ce qui ne permet pas
actuellement de confirmer I’hypothése d’une résistance a GH chez les patients SN. Par
ailleurs, d’autres marqueurs de la croissance pourraient étre modifiés chez ces patients. En
effet, des études ont montré un dosage d’ALS relativement bas chez les SN alors que les taux
d’IGFBP-3 semblaient étre normaux (Binder et al., 2005b; Limal et al., 2006b).

3. Traitement pharmacologique du retard statural dans le syndrome de Noonan

Le traitement pharmacologique actuel dans le retard de la croissance chez les patients
SN est I'injection de GH humaine recombinante (GHrh), avec des doses de GH selon les
études de 0,05 a 0,066 mg/kg/j. Ces doses de GH sont plus importantes que celles
administrées dans les GHD pour tenter de contrecarrer 1’insensibilité partielle a la GH. Les
premieres études s’intéressant a 1’effet du traitement de GH chez les patients SN ont été
réalisées et ont mis en évidence une augmentation significative de leur vitesse de croissance
(Ahmed et al., 1991; Kirk et al., 2001; MacFarlane et al., 2001; Municchi et al., 1995;

Noordam et al., 2001). Cependant, ces recherches ont été réalisées sur un faible nombre de
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patients, et sur des cohortes de patients dont 1’age est souvent variable. Elles ne rendent pas

non plus compte de I’effet significatif du traitement & long terme sur la taille finale.

Ainsi, plusieurs études concernant un nombre de patients plus important et un

traitement prolongé d’au moins 3 ans ont été réalisées avec des résultats encourageants

(Tableau 1).
Nombre de Age moyen Taille en DS Durée moyenne . . .
. ) . Gain de Gain de taille .
patients début avant du traitement . Références
. . . i taille DS (cm)
(filles) traitement traitement GH (années)
10 (4) 12 -3,1/-0,7) 53 ND 31 (Kirk et al., 2001)
8,6 garcons 13 cm (gargons), .
18 (11) ) 2,9 (-0,3) 75 1,7 ; (Osio et al., 2005)
7,7 filles 9,8 cm (filles)
24 (ND) 10,2 -3,24 7,59 0,61 (0,97) ND (Raaijmakers et al., 2008)
9,5 cm (gargons),
29 (8) 11 -2,8(0,0) 6,4 1,3(1,3) _ (Noordam et al., 2008b)
9,0 cm (filles)
10,9 cm (gargons),
65 (30) 11,6 -3,5 5,6 14 _ (Romano et al., 2010)
9,2 cm (filles)

Tableau 1 : Efficacité du traitement par la GHrh dans des cohortes de patients SN.

Les déviations standards (DS) des tailles des patients SN sont calculées par rapport aux valeurs des DS de la
population générale. La correspondance de ces DS calculée par rapport a celles des patients SN de référence est
représentée entre parenthese. ND : non détermine.

D’apres ces différentes €études, il apparait que la durée et ’age du début du traitement
sont deux parametres qui pourraient influencer le gain de taille final. Ainsi, le gain de taille
est en moyenne de 1,3 a 1,7 DS soit 9,5 a 13 cm pour les garcons et de 9,0 a 9,8 cm pour les
filles. L’augmentation de taille semble plus importante au cours des premiéres années de
traitement. Aprés 3 et 4 ans de traitement, il n’existe plus de rattrapage mais le gain de taille
obtenu est maintenu jusqu’au démarrage de la puberté ou jusqu’a la taille finale adulte
(Noordam et al., 2008b; Osio et al., 2005; Romano et al., 2010). Bien qu’encourageants ces
traitements pourront certainement étre optimisés dans la mesure ou ces études ont été
réalisées sur des patients aux ages variables et a des doses différentes de GHrh et qu’il est
établi que la réponse au traitement varie en fonction du démarrage et de la durée du traitement

avant I’age de la puberté.

D’un point de vue hormonal, il existe une augmentation significative des taux d’IGF-I
(de —1,6 DS a +0,3 DS) aprés un an de traitement par la GH (Ahmed et al., 1991; Limal et al.,
2006b). La réponse au traitement est dose dépendante et ne semble pas étre liée aux données
de la sécrétion de GH avant le traitement pharmacologique (Noordam et al., 2001).
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4. Hypotheses physiopathologiques du retard de croissance dans le syndrome de
Noonan

D’aprés les dysfonctionnements de 1’axe somatotrope observés et les effets du

traitement pharmacologique par la GHrh, plusieurs hypothéses quant a 1’origine du retard de

croissance chez les patients SN peuvent étre émises.

Compte-tenu de I’association de taux normaux de GH a des taux d’IGF-I bas,
évocateurs d’une GHI, I’hypothése d’une résistance a la GH a été proposée. Cette résistance
pourrait étre « post récepteur », aucune mutation du récepteur de GH (R-GH) n’ayant été
décrite chez les patients SN. De plus, une réponse au traitement par la GHrh étant retrouvee,
cette résistance serait partielle et pourrait étre spécifique de I’'IGF-I et de I’ALS. Cependant,
les taux normaux d’IGFBP-3 retrouvés chez les patients SN, et 1’¢élévation des taux d’IGF-I
sous traitement par GHrh pourraient refléter une anomalie hypothalamo-hypophysaire de type
dysfonction neurosécrétoire. Enfin, une anomalie localisée au niveau de la plaque de
croissance est également possible. Aussi, I’étude d’anomalies post-récepteur a fait I’objet de

ce travail de thése (voir annexe 1).

C. Les cardiopathies

Un trait phénotypique majeur du SN est représenté par le développement de
différentes cardiopathies pouvant étre séveres. En effet, des anomalies musculaires ou de
structure du cceur sont retrouvées selon les études chez 65 a 85% des patients atteints de SN.
Les électrocardiogrammes (ECG) des patients SN montrent de larges complexes QRS avec
des ondes négatives dans les aires précordiales gauches (62%), une déviation axiale (80%) et
des ondes a géantes qui reflétent typiquement la présence d’anomalies cardiaques (Allanson,
1987; Sznajer et al., 2007; van der Burgt, 2007).

La cardiopathie congénitale la plus typique est une sténose de la valve pulmonaire a
valves dysplasiques retrouvée dans 40 a 70% des cas. Cette anomalie peut étre isolée ou
associee a d'autres défauts cardiaques (défaut du septum atrial, dysplasie étendue de I'artére et
de ses branches, sténose supra-valvulaire, réaction infundibulaire hypertrophique sévére).
Pour certains patients, une valvuloplastie est pratiquée et dans d’autres cas une dilatation
percutanée au ballonnet peut étre proposée (Hulselmans and Benit, 2010). Toutefois, le suivi a
long terme des patients atteints de SN montre que 58% des patients ayant une sténose de la

valve pulmonaire ne nécessitent pas d’intervention chirurgicale (Shaw et al., 2007).
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Une hypertrophie cardiomyocytaire (HCM) peut également se développer, représentée dans
20% des cas (Hickey et al., 2011; Marino et al., 1999; Shaw et al., 2007; van der Burgt,
2007), ce qui en fait la deuxieme cardiopathie la plus fréquente dans le SN. L’HCM peut se
déclarer dés I’enfance et sa progression peut étre rapide conduisant a une mort subite. Si
I’HCM se déclare aprés 1’enfance, elle peut s’améliorer, étre stable ou encore progresser
rapidement. Le traitement peut étre médicamenteux par 1’utilisation de B-bloquants ou encore
chirurgical par une myomectomie afin de réduire 1’obstruction de sortie du sang (Sarkozy et
al., 2008). On observe une communication inter-atriale (CIA) dans 10 a 25% des cas, une
communication inter-ventriculaire (CIV) dans 5% des cas et un canal artériel persistant dans
3% des cas. D’autres anomalies cardiaques extrémement variées peuvent étre associées au SN
(Allanson, 1987; Altamirano and Drut, 2010; Sznajer et al., 2007; van der Burgt, 2007)
(Tableau 2). Compte tenu de la fréquence élevée et de la diversité des atteintes cardiaques
observées dans le SN, un bilan comprenant au minimum un ECG et une échographie doivent

étre réalisés chez tous les patients pour lesquels un SN est suspecté.

Cardiopathies chez le SN Fréquence
Sténose de la valve pulmonaire & valve dysplasique 40-70%
Hypertrophie cardiomyocytaire (HCM) 9-20%
Communication inter-atriale (CIA) 10 a25%
communication inter-ventriculaire (CIV) 5% des cas
canal artériel persistant 3% des cas

canal atrio-ventriculaire (CAV) -

Défauts du septum atrial -

Coarctation aortique -

Troubles du rythme et de la conduction -

Prolapsus de la valve mitrale -

Tétralogie de Fallot -

Dysplasie valvulaire aortique -

Cardiopathie ventriculaire arrhythmogénique -

Tableau 2 : Récapitulatif des différentes cardiopathies et leurs fréquences d’apparition dans le
SN.
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D. Description des autres anomalies phénotypiques du syndrome de Noonan

1. Anomalies hématologiques
a) Troubles de ['hémostase

Des anomalies hématologiques sont décrites dans le SN mais leurs fréquences varient
considérablement selon les études. Les enfants SN ont fréquemment des contusions et des
saignements. Le temps de saignement lors de simples coupures, d’extraction de dents,
d’écoulement par le nez ou encore de ménorragies est augmenté suggeérant un défaut de
coagulation (Patrick and Makris, 2010; Witt et al., 1988). Dans ce sens, des études sur le
dosage des facteurs de la coagulation du sang ont révélé un déficit en facteur XI (anomalie la
plus fréquente), en facteur VIII, en facteur XIII, une thrombopénie ou encore des troubles de
la fonction plaquettaire. Ces anomalies se manifestent de facon isolée ou combinée, mais il
n'existe pas de corrélation entre la tendance aux saignements et les tests de coagulation chez
les patients SN (Derbent et al., 2010; Massarano et al., 1996; van der Burgt, 2007). Méme si
le risque d’hémorragies sévéres lors d’interventions chirurgicales n’est que de 3%, une prise
en compte préalable de ces troubles hémostatiques par les cliniciens est nécessaire avant toute

intervention invasive pour assurer une prise en charge optimale pour le patient.

b) Risques hémato-oncologiques

Les risques de développer des complications hémato-oncologiques sont élevés dans
I’enfance. Entre 26 et 51% des enfants ont un volume du foie et/ou de la rate augmenté
(hépato/splénomégalie). De plus, un syndrome myéloprolifératif peut étre observé, qui peut
soit régresser spontanément, soit évoluer vers une leucémie myélomonocytaire juvénile
(LMMJ) ou encore vers une leucémie lymphoblastique aigiie (LLA) (Bader-Meunier et al.,
1997; Bastida et al., 2011; van der Burgt, 2007). La fréquence de développer une LMMJ est
de 1% des cas SN, ce qui les prédispose a ce type de cancer. Ces patients nécessitent donc une
surveillance clinique, particuliérement dans 1’enfance. D’autres anomalies hématologiques,
plutbt modérées, sont retrouvées comme une thrombocytopénie et une splénomégalie dans les

premiers mois de vie (Kratz et al., 2011).

2. Anomalies du développement psychomoteur

Les enfants SN présentent un retard modéré des acquisitions motrices dans 26% des
cas qui pourrait étre attribué a une hypotonie présente des la petite enfance. L’acquisition de

la tenue assise, de la marche seule et 1’apprentissage du langage sont retardés. Le plus
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souvent, les enfants SN ont des troubles de I’articulation (72%). Bien que la majorité des
enfants suivent une scolarité normale, d’autres nécessitent un soutien éducatif, qui est
indispensable dans 10% des cas a cause d’un retard des apprentissages. Le niveau
d'intelligence de la majorité des cas SN se situe dans les limites normales (normes basses)
avec un quotient intellectuel (QI) global moyen de 85. Un retard mental habituellement Iéger
est observé dans 15 a 35% des cas. En moyenne, un enfant SN sur deux a des troubles du
comportement dont I’irritabilité, la maladresse, I’opposition ou encore la nervosité, et des
difficultés sociales et de communication, des troubles de I'attention et des troubles de

I'numeur ont été rapportés (van der Burgt et al., 1999).

3. Autres anomalies

Des anomalies osseuses sont également présentes et se manifestent principalement par
des malformations du thorax avec un enfoncement (pectus excavatum) ou une protubérance
(pectus carinatum) du sternum pour pres de 70% des patients SN. Un patient sur deux
présente un cubitus valgus et/ou une hypermobilité articulaire. D’autres problémes osseux
comme la présence d’une scoliose, des pieds en forme varus equin peuvent étre observés mais
moins fréquemment que les anomalies osseuses précedemment citées. Des anomalies de
I’appareil uro-génital peuvent apparaitre particulierement au niveau du tractus urinaire. Elles
se présentent sous la forme d’une sténose pyélo-urétérale et/ou hydronéphrose (10% des cas).
Des anomalies lymphatiques sont représentées par des lymphoedemes et des
lymphangiectasies (20%). La peau peut présenter des anomalies telles que des naevi (25%) et
moins fréquemment, des taches café-au-lait et lentigines qui ne concernent que 10% et 3% des
patients respectivement. Leurs cheveux sont souvent fins (30%) et éparses (10%) (Allanson,
1987; Tartaglia et al., 2011). Récemment, des problemes oculaires ont été décrits, avec une
proéminence des nerfs de la cornée et des modifications du fond de 1’ceil associées

principalement a une forte myopie (da Rocha Pitta Marin et al., 2011).

E. Le diagnostic clinique du syndrome de Noonan

Avant les découvertes de la biologie moléculaire et en l'absence de marqueurs
biologiques, le diagnostic du SN était purement clinique. Cependant, I'établissement de son
diagnostic est difficile en raison notamment de son large spectre phénotypique et de la
variabilité d’expression, selon 1’dge du patient, d’un de ses traits les plus caractéristiques, la
dysmorphie faciale. Les cliniciens ont donc établi des scores cliniques pour faciliter le

diagnostic. Duncan et al., ont proposé un premier systeme de score, constitué de plusieurs
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items séparés en catégories distinctes évaluant les éléments cliniques principaux (taille, poids,
retard mental et histoire familiale), la dysmorphie faciale, les anomalies squelettiques, les
caractéristiques sexuelles (I’age de la ménarche, présence ou non d'une cryptorchidie) et enfin
I'atteinte cardiaque avec 1’analyse d’un électrocardiogramme. Ainsi, le diagnostic SN est posé
pour un score supérieur ou égal a 60% (Duncan et al., 1981). La probabilité de présence de la
maladie reste élevée pour un score supérieur ou égal a 50%. En pratique, ce score s'avere

complexe et trop detaillé pour permettre une utilisation courante.

Pour simplifier ce premier systeme de scores, van der Burgt et al ont élaboré un score
clinique basé sur 6 criteres. 1l tient compte notamment du type de la dysmorphie faciale, qui
doit étre évalué par un spécialiste, et de la présence ou non d’une cardiopathie et d’un retard

de croissance, symptémes majeurs de ce syndrome (van der Burgt et al., 1994) (Tableau 3).

Signes cliniques A. Majeurs B. Mineurs

1. Dysmorphie faciale Typique Evocatrice
. ] Sténose de la valve pulmonaire, ) ]
2. Cardiopathie ) . . Autres défauts cardiaques
Cardiomyopathie hypertrophique

3. Taille < 3°™ percentile < 10°™ percentile
4. Thorax Pectus carinatum/excavatum Thorax large
5. Histoire familiale 1% degré : SN défini 1% degré : SN suggestif

. o Retard mental modeéré,
Retard mental modéré, cryptorchidie o ]
6. Autres ) ) cryptorchidie ou dysplasie
et dysplasie lymphatique )
lymphatique

Tableau 3: Critéres de diagnostic du syndrome de Noonan (van der Burgt et al., 1994)
Le diagnostic du syndrome de Noonan est posé si le patient présente :

- Une dysmorphie faciale typique (critere 1A) avec 1 signe 2A-6A ou 2 signes 2B-6B

- Une dysmorphie faciale évocatrice (critere 1B) avec 2 signes 2A-6A ou 3 signes 2B-6B

Cependant, ce score ne tient pas compte des signes cliniques pouvant apparaitre lors
de la période prénatale. En effet, une augmentation de la clarté nucale, en association avec un
défaut cardiaque, un polyhydroamnios et/ou des épanchements peuvent aider au diagnostic
précoce chez le foetus comme 1’ont proposé plusieurs auteurs (Houweling et al., 2010;
Pergament et al., 2011; Schluter et al., 2005). Dans ce cas, un examen clinique des parents est
souvent indiqué pour retrouver des signes évocateurs du syndrome (Baldassarre et al., 2011;
van der Burgt, 2007).
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Il. Description clinique des syndromes apparentés au syndrome de
Noonan

A. Lesyndrome L.E.O.P.A.R.D.

1. Généralités

Le syndrome L.E.O.P.A.R.D. (SL) est une maladie génétique a transmission
autosomique dominante, associant de multiples anomalies congénitales, principalement
cutanées, faciales et cardiaques. Contrairement au SN, le SL est une maladie rare dont la
prévalence reste inconnue a ce jour avec seulement 200 patients répertoriés dans le monde
(Sarkozy et al., 2008).

Le SL a été décrit pour la toute premiére fois par Zeisler et Becker, en 1936, sur
I’observation d’une jeune femme présentant un hypertélorisme, un pectus carinatum et une
prognatie (Zeisler, Becker, 1936). Des premiers cas familiaux ont été rapportés dans les
années 50 avec 1’association de défauts cardiovasculaires et une pigmentation anormale d’une
part et d’anomalies cardiaques avec un retard de croissance d’autre part. C’est en 1969, que
Gorlin et al., proposent I’acronyme L.E.O.PA.R.D. rappelant les signes cliniques les plus
fréquents que sont: «Lentigines multiples », « Electrocardiographic conduction
abnormalities », « Occular hypertelorism, Pulmonary stenosis », « Abnormalities of

genitalia », « Retardation of growth », « sensorineural Deafness » (Gorlin et al., 1969).

D’un point de vue morphologique, le SL partage plusieurs traits phénotypiques avec le
SN, que nous décrirons un peu plus loin, mais s’en distingue principalement par 1’existence

d’anomalies cutanées appelées des lentigines multiples et par la présence d’une surdité.

2. Spécificités et triade phénotypiques du syndrome L.E.O.P.A.R.D.
a) Anomalies cutanées et surdité

Les anomalies cutanées sont souvent absentes a la naissance ce qui rend le diagnostic
clinique difficile pendant les premiers mois de vie (Sarkozy et al., 2008). En effet, lorsque le
diagnostic génétique n’était pas possible, les cas de SL étaient confondus avec le SN tant que
les lentigines n’apparaissaient pas. Ces anomalies cutanées sont localisées principalement au
niveau du visage, du cou et de la partie supérieure du tronc. Des taches sur la peau dites

« café-au-lait» sont présentes chez la moitié des patients. Néanmoins, les lentigines restent un
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probléme esthétique car une seule transformation maligne a été rapportée a ce jour (Kim et al.,
2011; Seishima et al., 2007) (Figure 7).

Figure 7 : Lentigines multiples dans le syndrome de L.E.O.P.A.R.D (Maroun et al., 2000).
De nombreuses lentigines sont situées sur le haut du tronc principalement (A), sur les jambes (B). Les
lentigines peuvent étre présentes sous la forme dite de «tdches café-au-lait » (C).

Une deuxieme caractéristique qui différencie le SL du SN est une surdité d’origine
neuro-sensorielle, diagnostiquée a la naissance ou pendant 1’enfance mais pouvant se
manifester plus tardivement (15-25%) ce qui complique I’identification du SL pour ces
patients (Sarkozy et al., 2004).

b) La dysmorphie faciale

Comme pour le SN, la dysmorphie faciale chez les patients SL évolue avec I'age. Les
traits phénotypiques du facies les plus caractéristiques sont retrouvés pendant 1’enfance. Les
enfants atteints du SL ont un hypertélorisme, un nez avec une racine plate dans 87% des cas,
des oreilles dysplasiques et une mandibule souvent en prognatie. Avec une moindre fréquence
par rapport au SN, d’autres signes cliniques tels qu’un ptosis, des lévres épaisses, des oreilles
basses en rotation postérieure décollées avec un hélix épais, ou encore un pterigium colli, sont

retrouvés (Figure 8).

Figure 8 : Signes dysmorphiques dans le syndrome L.E.O.P.A.R.D. (Ranke et al., 1988).
Noter le cou court, I’hypertélorisme, les oreilles basses et les lentigines sur le visage et le haut du torse
constituant les principales caractéristiques des patients SL.
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¢) Retard de croissance

A ce jour, peu d’études sur le suivi de la croissance des patients SL ont été rapportées.
Cependant, d’apres Digilio et al., la plupart des nouveau-nés SL ont des mensurations de
naissance normales, comme les nouveau-nés SN. Néanmoins, un tiers des patients analysé
dans cette étude présente un poids de naissance supérieur au 97°™ percentile. Lors de la
croissance post-natale, un ralentissement de la vitesse de croissance est observé, ce qui a pour
3éme

consequence une taille inférieure au percentile, dans 25% des cas. Quelques études ont

estimé une taille finale a 1’age adulte inférieure au 25°™ percentile pour 85% des patients SL
Ainsi, le retard statural chez les patients SL serait moins fréquent et moins développé que

chez les patients SN (Coppin and Temple, 1997; Digilio et al., 2006).

d) Les cardiopathies

Comme pour le SN, 80% des patients SL présentent des anomalies cardiaques. Mais la
fréquence des différentes cardiopathies n’est pas représentée de la méme fagcon que dans le
SN. En effet, une HCM est retrouvée chez 80% des patients tandis qu’une sténose de la valve

pulmonaire est développée par 20% des patients (Sarkozy et al., 2004; Sarkozy et al., 2008).

L’HCM est en général asymetrique impliquant le ventricule gauche et associee a une
obstruction artérielle perturbant 1’éjection du flux sanguin du ventricule gauche, présente chez
40% des patients SL. L’HCM se manifeste le plus souvent entre 7 et 14 ans, lors de la
deuxiéme enfance, mais elle peut étre aussi congénitale. L’HCM peut avoir des conséquences
fatales pour le patients, des cas de mort subite et d’arréts cardiaques ayant été rapportés
(Digilio et al., 2006; Limongelli et al., 2007; Limongelli et al., 2008; Woywodt et al., 1998).

Les patients SL peuvent développer d’autres anomalies cardiaques mais avec une
fréquence relativement plus faible voire rare, comme des prolapsus de la valve mitrale, des
anomalies septales, des anomalies de ’artére coronaire, un élargissement du ventricule gauche
ou encore un anévrysme apical et une non-compaction du ventricule gauche. Afin de
diagnostiquer la plupart de ces anomalies cardiaques, des ECG sont réalisés chez les patients.
Ainsi, plus de 70% des patients SL ont un ECG anormal révélant une dysfonction cardiaque
en rapport avec I’HCM. Pour d’autres patients (23%), ce sont plutét des troubles de la
conduction qui sont observes (Limongelli et al., 2007).
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3. Autres anomalies

D’autres traits phénotypiques non désignés par 1’acronyme L.E.O.P.A.D. sont
retrouvés chez les patients. Des anomalies thoraciques sont observées chez les nouveau-nés
SL (75%), essentiellement des pectus carinatum ou excavatum; ainsi que d’autres
malformations squelettiques (scolioses, hyperlaxité articulaire) (Digilio et al., 2006). Au
niveau de I’appareil génital, 50% des gargons développent une cryptorchidie et des
hypoplasies génitales de méme que des hypospadias (ouverture de l'urétre dans la face
inférieure du pénis) ont été décrites. Ces anomalies pourraient expliquer une réduction de la
fertilité masculine. Les filles ont principalement un retard de la puberté associé a des ovaires
hypoplasiques. Des anomalies rénales sont également décrites (Sarkozy et al., 2008). Sur le
plan neurologique, une hypotonie des membres a la naissance peut étre présente et conduire a
un retard du développement psychomoteur. Ainsi, les enfants SL ont des difficultés modérées
dans I’apprentissage (30%) et les retards mentaux bien que décrits, restent rares (Digilio et al.,
2006). Enfin, des cas de tumeurs hématologiques de type leucémies lymphoblastique aigué
(LLA) et myéloide aigué (LAM) ainsi que des cas de tumeurs solides (neuroblastomes,
mélanome malin et une tumeur de la cornée) ont été également rapportés (Merks et al., 2005;
Ucar et al., 2006).

4. Diagnostic clinique du syndrome L.E.O.P.A.R.D

Des critéres de diagnostic ont été proposes par Voron et al., en 1976, qui consistent en
la présence de multiples lentigines et 2 des autres signes cliniques ou dans le cas d’absence de
lentigines, 1’association de 3 des autres signes cliniques du SL (Voron et al., 1976). Plus
récemment, Digilio et al. proposent d’évoquer le diagnostic clinique SL dans les premiers
mois de vie chez les patients présentant trois criteres principaux: la dysmorphie faciale
typique, une HCM et la présence de lentigines lorsque cela est possible. Parce que ’'HCM et
la présence de lentigines sont des signes cliniques importants pour le diagnostic du SL, leur
évaluation précoce et un conseil genétique adapté contribuent a une rapide et meilleure prise
en charge des patients (Digilio et al., 2006). Le retard statural, le développement moteur, les
anomalies cardiaques et le déficit auditif des patients atteints de SL doivent étre contr6lés
chaque année. A I'exception des patients qui présentent une HCM, le pronostic a long terme
des adultes atteints par le SL est bon (Sarkozy et al., 2008). Comme nous le verrons dans le
chapitre 11, ce diagnostic est a ce jour confirmé par un diagnostic moléculaire car des

mutations responsables du SL ont été identifiées.
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B. Le syndrome Cardio-Facio-Cutané

Le syndrome Cardio-facio-cutané (CFC) a été décrit en 1986 pour la premiére fois par
Reynolds et al. (Reynolds et al., 1986). La prévalence de cette maladiec n’est pas définie a ce
jour (Roberts et al., 2006). Sa survenue est sporadique, trés probablement liée a des mutations
de novo dominantes. Un certain nombre d'éléments morphologiques sont identiques a ceux
retrouvés dans le SN, particuliérement entre 5 et 6 ans. Ainsi, des critéres cliniques
spécifiques du CFC ont donc été proposés afin de faciliter le diagnostic vers le CFC et d’en
différencier les formes légeéres et séveres (Grebe and Clericuzio, 2000; Kavamura et al.,
2002).

1. Spécificités et triade phénotypiques dans le CFC

Chez les enfants CFC, les signes faciaux sont plus marqués que chez les enfants SN.
Leur visage est plutdt large, le front est haut, étroit et bossu. Certains patients ont un ptosis,
un hypertélorisme ou encore un repliement vertical de la peau de la paupiére supérieure vers
le nez (épicanthus). Le nez est court avec une base large. Les oreilles sont basses implantées
en rotation postérieure. A 1’adolescence, le visage reste large et grossier contrairement au SN
ou l’on retrouvait un visage de forme triangulaire. Cependant, les signes faciaux sont
difficiles a différencier du SN. De plus, les enfants ont des anomalies ectodermiques rendant

les cheveux frisés et épars et une absence de sourcils (Roberts et al., 2006) (Figure 9).

Figure 9 : Signes cliniques du syndrome Cardio-Facio-Cutané (Sarkozy et al., 2008).
Patients atteints d’un syndrome CFC (A), (B) et (C). En (A), une patiente CFC a I’4ge de 10 mois et 6 ans.
Noter la dysmorphie faciale typique du CFC, des cheveux fins, frisés et épars, et I’absence de sourcils.

Le retard de croissance est une caractéristique majeure du CFC. Comme pour le SN,
les mensurations a la naissance sont généralement normales. 1l se manifeste en période post-
natale chez environ 80% des patients, mais le retard statural dans le CFC est moins accentué
5éme

que dans le SN. En effet, I’évolution de la croissance suit de pres le percentile sur la

courbe de référence. Il est a noter que 1’évolution de la croissance de la téte est anormale, si
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bien que les enfants ont une macrocéphalie relative qui en fait une caractéristique de ce

syndrome (Allanson et al., 2011; Grebe and Clericuzio, 2000).

Comme pour le SN, la fréquence des cardiopathies est élevée dans le CFC. Estimeées a
75% des cas, elles se manifestent principalement par une sténose de la valve pulmonaire
(45%) et une HCM (40%) et moins fréquemment par une CIA (23%). L’incidence de la
sténose de la valve pulmonaire dans le CFC est plus faible que celle du SN, alors que
I’incidence de la HCM en est plus importante (Roberts et al., 2006).

2. Autres anomalies

Le développement psychomoteur peut présenter des anomalies de pénétrance variable
avec un retard mental léger a severe, et des atteintes cognitives plus modérées que celles
retrouvées dans le SN. De plus, le langage peut étre retardé avec des difficultés
d’apprentissage. Des anomalies du squelette (notamment un pectus carinatum, une scoliose),
des problémes ophtalmiques et autres anomalies plus mineures peuvent survenir dans le CFC
(Grebe and Clericuzio, 2000; Nanda et al., 2004; Yoon et al., 2007).

La prise en charge des patients CFC est symptomatique et comprend une éducation
spécialisée, un suivi orthophonique, une prise en charge dermatologique, cardiologique,

gastro-entérologique, neurologique et ophtalmologique.

C. Le syndrome de Costello

Le syndrome de Costello (SC, MIM 214080) est une maladie sporadique rare, avec
seulement 200 a 300 cas rapportés dans le monde. Le SC fut décrit par le Dr Costello pour la
premiére fois en 1971 et de facon plus détaillé en 1977 (Costello, 1977). Dans ces études, les
patients étaient décrits comme développant une dysmorphie cranio-faciale plus sévére que
celle retrouvée dans le SN, associée a des anomalies de I’ectoderme (papillomes), un retard de

croissance et un retard mental.

1. Spécificités et triade phénotypique du syndrome de Costello

Les traits de la face sont généralement plus grossiers que dans les autres syndromes
NCFCs. Les enfants SC peuvent avoir un crane large (macrocéphalie) avec un front bombé,
un petit nez, une bouche plutét grande avec des levres charnues et, parfois une grosse langue,
des paupieres tombantes et un léger strabisme. Le cou est relativement court avec un

pterigium colli. Cette dysmorphie faciale est caractéristique pendant 1’enfance, mais peut
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devenir moins prononcée avec 1’age (Fryns et al., 1994). La peau est plissée au niveau du dos,
des mains et des pieds avec des plis palmo-plantaires anormalement profonds et marqués
(Delrue et al., 2002; Hennekam, 2003). Une des manifestations les plus caractéristiques du SC
est la présence d’excroissances cutanées ou « papillomes » qui peuvent apparaitre autour du
nez, de la bouche et/ou de 1’anus. Ces excroissances se développent entre 2 ans et la fin de
I’adolescence, ce qui permet d’orienter le diagnostic vers un SC dans prés de la moitié des
patients SC. De plus, les enfants ont généralement des cheveux frisés et peu fournis (Figure
10).

Figure 10 : Signes cliniques du syndrome de Costello (Sarkozy et al., 2004; Sarkozy et al., 2008)
(A) et (B): Faciés de deux enfants atteints du syndrome de Costello. Les traits du visage sont grossiers et
marqués, les narines larges, les lévres épaisses, les oreilles basses en position postérieure avec des lobes charnus
repliés vers 1’avant, les cheveux épars et frisés.

(C) et (D) : présence des plis marqués et profonds sur les pieds et sur les mains, respectivement).

Une deuxiéme caractéristique du SC est un risque élevé de développer des tumeurs
malignes (15% des cas). Ces cancers se manifestent chez 1’enfant par un rabdomyosarcome
ou un neuroblastome situés le plus souvent au niveau de I’abdomen (Ahmadi and Harley,
2010; Kratz et al., 2011). Parfois, les neuroblastomes sont localisés au niveau du thorax, et
plus rarement, au niveau du cou. Chez les adolescents et les jeunes adultes, le risque de
développer un cancer de la vessie est augmenté. Ces tumeurs de la vessie classiquement liées
a l'adulte plus ageé, sont inhabituelles et ne sont pas retrouvées dans les autres NCFC ou dans
d’autres syndromes génétiques de prédisposition tumorale comme le SN, ce qui en fait une
caractéristique du SC (Gripp, 2005). Des protocoles de surveillance tumorale ont été proposés
afin de prévenir la tumeur. Ils comprennent des échographies abdomino-pelviennes avec une
recherche de la présence de sang dans les urines (hématurie) (DeBaun, 2002; Gripp, 2005;
Gripp et al., 2002).

Concernant la croissance, a la naissance, les mensurations du nouveau-né sont dans

90% des cas supérieures a la normale avec un poids de naissance supérieur au 50°™ percentile

et une taille au 90°™ percentile (Philip and Sigaudy, 1998). Cependant, les patients SC
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deviennent rapidement plus petits et plus maigres que la moyenne, perdant «I’avance» qu’ils
avaient a la naissance. Ainsi, a I’4ge de 1 an, la taille et le poids n’atteignent pas le 3eme
percentile. Ceci s’explique probablement par un probleme de contrdle de la déglutition et par
une souplesse excessive locale des tissus du pharynx (Lin et al., 2002). Malgré le recours a la
nutrition parentérale, le retard de croissance est maintenu jusqu’a la taille finale. A 1’dge
adulte, les patients ont une taille en moyenne de 137 cm pour les filles et 142 cm pour les
garcons (Gripp, Lin et al., 2005). Ainsi, le retard de croissance chez les patients SC s’installe

plus tét et est plus sévere que celui retrouvé chez les patients SN.

Les problemes cardiaques sont souvent observés dans le SC car ils touchent entre 60 et
75% des patients. La cardiopathie la plus fréquente (34% des cas) est ’"HCM. De fagon moins
fréquente, des sténoses de la valve pulmonaire sont observées et des troubles du rythme
cardiaque (tachycardie atriale) sont également présents (Laux et al., 2011; Lin et al., 2011).
Ces différentes anomalies peuvent menacer le pronostic vital du patient SC. Ainsi, un suivi
chez le cardiologue comportant au minimum une échographie et un ECG sur 24h sont

recommandés pour tous les patients SC (Lin et al., 2002; Siwik et al., 1998).

2. Autres anomalies

Les patients SC présentent des altérations au niveau du développement se traduisant
par un retard du langage, de la marche, acquise vers 1‘4ge de 4 ans et un retard mental moyen
a léger avec un QI moyen de 47 a 85 (Axelrad et al., 2011). Le systeme nerveux central peut
présenter des anomalies telles qu’une malformation du cervelet (de type Arnold-Chiari), une
hydrocéphalie, une atrophie cérébrale ou cérébelleuse. Il est a noter que la macrocranie n’est
pas rare et est souvent associée a un retard de fermeture de la fontanelle du créne des
nouveau-nés SC. Un retard de la puberté a été observé chez les garcons et les filles SC.
Environ 10% des garcons ont une cryptorchidie et les filles peuvent présenter une aménorrhée
(White et al., 2005).

Le diagnostic est établi a partir des symptémes que présente 1’enfant : la papillomatose
constituant la manifestation la plus caractéristique du SC. Etant donné son apparition plus
tardive, dans certains cas, ce critére ne suffit pas pour poser le diagnostic précocement.
D’autres critéres sont pris en compte, notamment la dysmorphie faciale, les caractéristiques
de la peau et les problémes cardiaques. Néanmoins, le diagnostic est difficile a poser étant
donné le chevauchement des symptémes du SC avec les autres syndromes NCFCs. Un test

génétique est souvent indiqué pour aider au diagnostic.
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D. La neurofibromatose de type | et le syndrome de Legius

La neurofibromatose de type | (NF-1) est une maladie génétique de transmission
autosomique dominante dont la prévalence est estimée entre 1/3000 a 1/5000 selon les études.
D’une maniére générale, son phénotype est caractéris¢ par 1’association de plusieurs
anomalies, telles qu’une altération de la pigmentation de la peau par la présence de taches
café-au-lait et des lentigines, des neurofibromes qui apparaissent dés la naissance ou plus tard
jusqu’a la puberté, des nodules de Lisch au niveau de I’iris. On observe aussi une
macrocéphalie, un gliome des voies optiques et une dysplasie osseuse (sur 1’os sphénoide).
Les enfants NF-1 peuvent avoir un retard statural, des difficultés d’apprentissage, des
problémes de comportement et une atteinte intellectuelle avec un QI compris dans la
fourchette inférieure (Jouhilahti et al., 2011). Dans certains cas, les symptomes de la NF-1
sont tres proches du SN, on caractérise alors ces patients comme étant atteints d’un syndrome

Noonan-NF-1 (Carey, 1998; Reig et al., 2011).

Le syndrome de Legius ou « NF1-like » est une maladie autosomique dominante qui
partage de nombreuses caractéristiques avec la NF-1. Il se manifeste par des taches café-au-
lait, des lentigines et une macrocéphalie. Néanmoins, il se distingue de la NF-1 par I’absence
de neurofibromes, de nodules de Lisch ou de manifestations tumorales du systéme nerveux
(Jouhilahti et al., 2011).

E. Les « NS-like »

Le SN peut se décliner sous différentes autres formes plus rares car peu décrites a ce
jour, mais qui, avec I’identification de symptomes originaux, a conduit a la définition de
nouveaux syndromes (Tartaglia et al., 2011).

- le SN-like avec perte anagene de cheveux (SN-like with loose anagen hair, SN-LAH)
montre des signes cliniques ressemblant de pres au SN. Les patients SN-LAH ont une taille
réduite souvent associée a une déficience en GH, et des déficits cognitifs. Ils sont le plus
souvent minces et ont une croissance lente des cheveux dans la phase anagene du
développement du cheveu, principale caractéristique de ce syndrome. La majorité des patients
montrent une perte des cheveux et une altération cutanée avec la présence d’eczéma et une
tendance au prurit, des sourcils clairsemés et des ongles fins. Des anomalies cardiaques sont
retrouvées comme une dysplasie de la valve mitrale et des défauts du septum qui sont plus
fréquents que dans le SN (Cordeddu et al., 2009; Mazzanti et al., 2003).

-Un autre syndrome appelé « Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogene, Cbl-

mutation associated syndrome », a été recemment rapporteé. Les patients ont un retard variable
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dans le développement avec une croissance limitée, une dysmorphie faciale et des taches
« café-au-lait ». Les patients ont une prédisposition aux tumeurs de type LMMJ pendant
I’enfance (Martinelli et al., 2010).

I11. Conclusion

Le syndrome de Noonan et ses syndromes apparentés sont donc des maladies du
développement qui se caractérisent par un ensemble de traits phénotypiques complexes,
associant, avec une pénétrance variable, une triade commune (dysmorphie faciale,
cardiopathie, retard de croissance) avec de multiples autres anomalies (Tableau 4). Ces
phénotypes étant relativement proches et I’existence de symptomes identiques entre les
syndromes dans certains cas font que les analyses cliniques peuvent ne pas suffire a établir un
diagnostic fiable. Comme nous le verrons dans la suite de ce manuscrit, la mise en place
d’outils moléculaires et 1’identification de mutations sur différents genes responsables des
syndromes NCFC permettent maintenant de faciliter le diagnostic clinique et d’améliorer la

prise en charge des patients.
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Syndrome Incidence Principales caractéristiques
Dysmorphie faciale (hypertélorisme, ptosis, oreilles basses en orientation
postérieure, pterigium colli) ‘
Retard de croissance (80%) taille <3°™ percentile
Mauvaise prise pondérale dans la petite enfance (75%)
Retard pubertaire
Cardiopathies congénitales : sténose de la valve pulmonaire (40-70%), HCM
(9-20%), CIA (6-10%), CIV (5%), anomalies de ’ECG (60%)
Hépato-splénomégalie (20-30), syndrome myéloprolifératif (1%), LMMJ
(<1%), LLA, anomalies de la coagulation
Syndrome de Noonan 1/1000- Retards de I’acquisition motrice (25%), du langage (20%), de I’apprentissage
(SN) 1/2500 (25%), troubles du comportement (hyperactivité, diminution de I’attention),
retard mental (15-35%).
Déformations osseuses : pectus excavatum et/ou carinatum (70%), cubitus
valgus (50%), hypermobilité articulaire (50%), clinobrachydactylie (30%),
scoliose (15%)
Anomalies uro-génitales (sténose pyélo-urétrales, hydronéphroses 10%),
Anomalies lymphatiques (Lymphodoemes, lymphangiectasies) (20%),
Naevi (25%) taches « café-au-lait » (10%), lentigines multiples (3%)
cheveux fins (30%) et éparses (10%)
Myopie, strabisme
Dysmorphie faciale (hypertélorisme, ptosis, oreilles basses en orientation
postérieure, pterigium colli) ‘
Retard de croissance (25%) taille <3°™ percentile
Retard pubertaire
L S)éngrgm; D ND HCM (80%), sténose de la valve pulmonaire (20%), anomalies de la
RS conduction
(SL) Retard mental (30%)
Lentigines multiples, taches « café-au-lait » sur la peau (visage, tronc,
membres supérieurs et inférieurs)
Surdité
Dysmorphie faciale marquée (hypertélorisme, épicanthus, ptosis, oreilles
basses en orientation postérieure, nez court et large, macrocéphalie relative)
Syndrome Cardio- Retard de croissance (78%) taille <5°™ percentile
Facio-Cutané ND Sténose de la valve pulmonaire (45%), HCM (40%)
(CFC) Retard mental léger a sévére
Retard du langage et de I’apprentissage
Hyperkératose folliculaire, absence de sourcils, cheveux éparses
Dysmorphie faciale marquée (joues pleines, lévres et langues épaisses, cou
court, pterrigium colli, ptosis, épicanthus)
Poids et taille de naissance supérieurs a la normale
Retard de croissance statural et pondéral
Peau plissée (mains, dos, pieds) avec plis palmo-plantaires profonds et
marques
Papillomes (nasaux, anales) (48%)
Syndrom%c(j:e Costello ND Rhabdomyosarcomes, neuroblastomes (10-15%) et carcinomes de la vessie
(SC) Hypoglycémie précoce
Anomalie de la déglutition, souplesse du pharynx
Retard puberté avec cryptorchidie chez les gargons (10%) et aménorrhées
chez les filles
HCM, sténose de la valve pulmonaire, troubles du rythme cardiaque
Retard de la marche, du langage, de I’apprentissage, retard mental
cheveux éparses
Retard de croissance statural
Sténose de la valve pulmonaire
Neurofibromatose de Lentigines mL_JItipIes, taches « café-au-lait », neurofibromes (7-12%)
type-| 1/3000- Nodules, de L_|sh
1/5000 Macrocéphalie
(NF-1) Gliomes des voies optiques
Dysplasie osseuse
Retard dans I’apprentissage
. Lentigines multiples, tAches « café-au-lait »
Syndrome de Legius ND Macrocéphalie

Tableau 4: Récapitulatif des principales caractéristiques du syndrome de Noonan et des
principaux syndromes apparentés (d’apres (Tartaglia et al., 2011)).
ND : non déterminée
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Chapitre I1- Aspects genetiques du syndrome de
Noonan et de ses apparentes

Comme nous I’avons vu dans le chapitre I, le diagnostic clinique du syndrome de
Noonan et des syndromes apparentés est parfois difficile a poser étant donnée la superposition
des traits phénotypiques entre ces différents syndromes. Les progres récents de la biologie
moléculaire ont permis de rechercher les causes moléculaires de ces maladies et d’identifier
des mutations spécifiques sur différents genes responsables du développement de ces
syndromes. Ainsi, le diagnostic moléculaire est de plus en plus appliqué et est devenu un trés
bon outil de pronostic informatif car il permet de compléter les criteres cliniques parfois

subjectifs et de conduire a une meilleure prise en charge des patients.

Nous décrirons dans ce chapitre les genes impliqués dans le syndrome de Noonan et
de ses apparentés ainsi que les conséquences fonctionnelles de leurs mutations. Ainsi, apres
les avoir brievement présentés, nous verrons que ces différents génes sont tous des acteurs
d’une voie de signalisation commune, la voie Ras/Mitogen-Activated Protein Kinase. Dans la
partie suivante, nous décrirons plus précisément les différents acteurs de cette voie, puis nous
discuterons des conséquences fonctionnelles des mutations de ces genes en lien avec le

développement des syndromes NCFC.
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I. Identification des génes impliqués dans le syndrome de Noonan et de

ses apparentés

Des premieéres études d’analyse par liaison génétique ont permis de localiser un gene
impliqué dans le SN sur le bras long du chromosome 12 (Kraft et al., 2011). Plus tard, ces
analyses délimitaient plus précisément le locus de ce géne dans la région 12924 (Allanson,
1987; Romano et al., 2010; Sharland et al., 1992). C’est au début des années 2000, a I’aide
d’une approche par géne candidat, que des mutations sur le géne PTPN11 ont été découvertes
et retrouvees dans la moitié des cas SN et dans 80% des cas SL. De plus, il a été montré que
seul un des deux alleles du gene PTPN11 est muté (Jamieson et al., 1994). Compte-tenu de la
superposition de traits phénotypiques entre les syndromes, plusieurs auteurs se sont penchés
sur la recherche de mutations de PTPN11l pour d’autres NCFC. Cependant, parmi les

syndromes apparentés au SN, seuls les patients SL manifestent des mutations de PTPN11.

Par la suite, grace au développement d’outils moléculaires performants, d’intenses
efforts ont été faits dans la recherche d’autres génes et ont permis de découvrir plus d’une

dizaine de genes différents impliqués dans les NCFC (Tableau 5).

Syndromes | Génes mutés | Locus du gene Fréquences
PTPN11 12g24.1 40-50%
SOS1 2p22.1 20%
KRAS 12p12.1 <2%
SN NRAS 1p13.2 ND
RAF1 3p25.1 5-15%
BRAF 70934 <2%
MEK1 15g22.1 4%
SL PTPN11 12g24.1 80%
RAF1 3p25.1 ND
SOS1 2p22.1 ND
KRAS 12p12.1 44%
CFC BRAF 7934 50-75%
MEK 1 15g22.31 25%
MEK 2 19p13.3 25%
sc HRAS 11p15.5 85%
KRAS 12p12.1 ND
90% (mutation); 5-
NF-1 NF1 5q14.3 10% (perte
intragénique)
Syndrome SPRED1 15014 5%
de Légius
SHOC2 10925 ND
NS-Like Chl 11923.3 ND
MYST4 10g22.2 ND

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des différents genes identifiés dans le SN et apparentés (Brady
etal., 1997; Legius et al., 1998).
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A ce jour, bien que 75% des cas de NCFC ont pu étre associés a des mutations d’un
des génes cités dans le Tableau 5, 25% des cas restants sont, pour le moment, sans cause
moléculaire déterminée. De facon intéressante, tous les génes identifiés dans les SN et dans
ses apparentés se sont avérés étre des acteurs clés ou des régulateurs d’une voie de
signalisation majeure, & savoir la voie Ras/Mitogen-Activated Protein Kinase (RassMAPK),
qui régule de nombreux processus biologiques (développement, organogenese,
prolifération...). Ces observations suggerent que I’identification des mutations retrouvées sur
les génes les plus freqguemment décrits dans les NCFC en facilitera le diagnostic moléculaire.
En outre, ’ensemble des génes responsable des NCFC regroupés d’un point de vue
fonctionnel, permettra, dans le cas d’absence de résultat, d’ouvrir les recherches sur de
nouveaux genes impliqués dans la régulation de la voie Ras/MAPK, bien qu’il ne soit pas
exclu que des mutations d’autres génes non impliqués dans cette voie puissent étre a 1’origine

de certains cas de ces syndromes.

Avant de décrire les différentes anomalies génétiques retrouvées dans le SN et ses
apparentés, il nous parait nécessaire, dans la partie suivante, de présenter et de décrire les
différents acteurs composant la voie Ras/MAPK.

Il. Lavoie de signalisation Ras/sMAPK

A. Genéralités

La voie de signalisation RAS/MAPK permet la transduction d’un stimulus
extracellulaire (sous la forme d’un facteur de croissance, d’hormones, de cytokines, d’un
contact avec un support, ou encore de stress) de la membrane plasmique vers le noyau de la
cellule pour y réguler différents programmes génétiques. La régulation de multiples génes
cibles par cette voie permet le controle de divers processus biologiques tels que la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaires nécessaire au développement normal et
au maintien de I’homéostasie de 1’organisme (Plotnikov et al., 2011). La dérégulation de la
voie Ras/MAPK, associée notamment a I’apparition de nombreux cancers humains mais aussi
a des défauts développementaux qui sont retrouvés dans des maladies génétiques telles que le

SN et ses apparentés (Karnoub and Weinberg, 2008).

La voie Ras/MAPK est constituée de plusieurs protéines principalement a activité
kinase qui, par des phosphorylations séquentielles, transduisent le signal induit par le stimulus

vers le noyau de la cellule. Ainsi, cette cascade de phosphorylations met en jeu les MAPK
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kinases kinases (MAPKKK), les MAPK kinases (MAPKK) et les MAPK. Ces derniéres sont
cruciales car ce sont elles qui, en modulant directement ou indirectement 1’activité de
différents facteurs de transcription, atteignent les génes cibles de cette voie et vont permettre
leur régulation. Il existe 4 types de MAPK que sont les Extracellular signal-Regulated Kinase
1/2 (Erk1/2) MAPK, les p38 MAPK, les c-Jun N-terminal Kinase (JNK) MAPK et les Erk5
MAPK, qui sont différemment mobilisées selon la nature du stimulus. D’une manicre
générale, les Erk1/2 sont activées par des facteurs de croissance, hormones ou mitogeénes,
alors que les MAPK p38, JNK et Erk5 sont activées en réponse a des signaux de stress
oxydatifs ou provenant de I’environnement, notamment a la suite d’un choc osmotique ou de

radiations ionisantes (Johnson and Lapadat, 2002).

Nous nous limiterons, dans la partie suivante, a la description des différents acteurs de
la voie Ras/Erk1/2 étant donné que les genes mutés décrits dans la littérature concernant le

SN et ses apparentés concernent principalement cette voie (Tableau 5).

B. Description de la voie Ras/Erk1/2

1. Les protéines Ras : structure, fonction et activation

Dans le génome des mammiferes, les protéines Ras ou Rat sarcoma sont codées par 3
genes a savoir, Neuroblastoma-RAS (N-RAS), Harvey-RAS (H-RAS) et Kirsten-RAS (K-RAS).
Ces isoformes sont pratiquement toutes ubiquitaires, bien que leur propre expression varie
d’un tissu a un autre. Elles font partie des 150 membres de la superfamille des petites

guanosine-triphosphatases (GTPases) (pour revue, voir (Wennerberg et al., 2005)).

a) Structure et fonction de Ras

Quel que soit son isoforme, Ras possede une séquence relativement conservée
constituée d’un large domaine catalytique Situé en N-terminal (résidus 5-166) et d’un domaine
hypervariable en C-terminal (résidus 167-188/189) portant la séquence d’adressage a la

membrane (Figure 11).

Le domaine catalytique est compose de plusieurs régions aux fonctions distinctes : une
région d’interaction avec les groupements phosphates des nucléotides, une région contenant
une boucle ou « switch | » permettant la liaison de Ras avec ses effecteurs et une autre région
contenant une autre boucle « switch Il » qui permet la liaison avec ses activateurs. Selon 1’état

d’activité de Ras, inactif ou actif, les deux boucles peuvent changer de conformation lors de
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leur fonction. La région hypervariable contient un motif de type CAAX (ou C est une
cystéine, A une alanine et X un résidu quelconque) qui va subir des modifications post-
traductionnelles pour un adressage de Ras a la membrane plasmique. En effet, une
farnésyltransférase permet 1’ajout d’un groupe farnésyl sur la cystéine du motif CAAX,
induisant la localisation des protéines Ras vers le réticulum endoplasmique pour subir
d’autres modifications nécessaires a leur maturation. Alors que K-RasB est envoyée
directement a la membrane plasmique, K-RasA, N-Ras et H-Ras subissent une palmitoylation,
transitent par 1’appareil de Golgi puis sont adressées a la membrane plasmique (Hancock,
2003).

Régions de liaison aux groupements phosphate
Domaine catalytique RHV des nucléotides

I Domaines de liaison aux effecteurs

10-17 32-40 57-60 116-119 145-147 - . N . .
Régions de liaison a la guanine des nucléotides
I I . I Séquence d’adressage membranaire
N-term == = C-term
Switch I~ Switch I I:I Domaine catalytique GTPase

Figure 11 : Structure de la protéine Ras (Roberts et al., 2006).

b) Mécanisme d’activation de Ras : la voie canonique Grb2/Sosl

A 1’état basal, Ras est sous une forme inactive liée au GDP (RasGDP). Pour étre
active, elle doit étre sous une forme liée au GTP (RasGTP). Bien qu’elle posséde une activité
GTPase intrinséque et que les affinités pour le GDP et le GTP soient élevées, elle n’est pas
capable, a elle seule, de transférer le GDP de sa forme inactive en GTP. Cette derniére étape
est possible grace au facteur d’échange nucléotide (Guanosine Exchange Factor, GEF), Son of
Sevenless 1 (Sosl), qui peut se lier aux deux formes de Ras Figure 12. Par son domaine
catalytique, Sosl déplace les nucléotides a guanosine par un mécanisme biochimique
complexe impliquant la formation de différents complexes avec Ras (Margarit et al., 2003).
Le remplacement du GDP par le GTP permet ainsi le passage de Ras de sa forme inactive a sa
forme active, sous laquelle Ras peut exercer sa fonction (Buday and Downward, 2008). Un
retour a 1’état inactif est assuré par 1’hydrolyse du GTP en GDP gréace a I’activité GTPasique
intrinséque de Ras, qui est catalysé par une GTPase Activating Protein (GAP) comme la
p120RasGAP ou la Neurofibromine (Figure 12, Figure 13).
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Les protéines Ras, ancrées a la membrane plasmique, sont activées en aval de
plusieurs récepteurs transmembranaires, tels que les récepteurs a activité tyrosine kinase
(Receptor Tyrosine Kinase, RTKS), les récepteurs aux cytokines, les intégrines, les RCPG et
les canaux calciques. Plusieurs mécanismes d’activation de Ras ont été proposés. Néanmoins,
un des mécanismes les mieux décrits dans la littérature est 1’activation de Ras par le
recrutement sous-membranaire du module Growth factor receptor bound protein 2
(Grb2)/Sosl par les RTK, qui constitue la voie canonique d’activation de la voie Ras/MAPK
(Dance et al., 2008b).

De facon générale, I’activation d’un RTK survient lors de la liaison d’un ligand
(facteur de croissance ou mitogene) au niveau des domaines extracellulaires du récepteur.
Cette liaison entraine la dimérisation du récepteur et son autophosphorylation sur des résidus
tyrosines du domaine intracellulaire. Ces phosphotyrosines servent alors de points d’ancrage
pour le recrutement de protéines de nature diverses, possédant des domaines de liaison aux
phosphotyrosines (PhosphoTyrosine Binding, PTP) ou Src Homology-2 domain (SH2). C’est
notamment le cas de Grb2, qui s’associe par ses domaines SH2 sur le RTK phosphorylé, et en
étant constitutivement associé a Sosl, assure la relocalisation de cette derniere en position

sous membranaire a proximité de son substrat Ras (Buday and Downward, 1993).

Sosl est une protéine a la structure complexe dans laquelle le domaine catalytique
Cdc25 est précédé par les domaines Histone Folds (HF), Dbl Homology-Pleckstrin Homology
(DH-PH) et Ras Exhange Motif (REM), et suivi par la région polyproline (PxxP) enC-

terminal (Figure 12).

Histone Doma_ine
folds DH PH REM catalytique PxxP
1 198 404 550 750 Cdc25 1050 1200 1333

N-term - C-term

Figure 12 : Représentation schématique de la structure de Sosl.
DH : Dbl Homology domain; PH, Plekstrin Homology domain; REM, Ras Exchanger Motif.
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A T’état basal, Sosl est dans une conformation auto-inhibée faisant intervenir des
interactions intra- et inter-moléculaires complexes impliquant notamment 1’unité DH-PH,

mais le mécanisme précis de ’activation de S0s1 n’est pas tout a fait compris.

c) Régulation de Ras par les GAP

La régulation négative de D’activation de Ras est réalisée par les protéines GAP
p120RasGAP (RasGAP) et la Neurofibromine (Nf). Ces GAP, sont capables d’hydrolyser la
forme Ras associée au GTP en GDP, conduisant cette derniére dans un état inactif. RasGAP
et Nf sont deux molécules co-exprimées de maniere ubiquitaire, mais elles semblent agir
difféeremment dans cette inactivation. En effet, RasGAP possede deux domaines SH2 qui lui
permettent d’étre recrutée via des phosphotyrosines sur des récepteurs actives (e.g. récepteur
du Platelet-Derived-Growth-Fractor, R-PDGF) ou sur des protéines adaptatrices (e.g. Gab1l).
Nf, quant a elle, ne possede pas de domaine SH2 mais a une haute affinité pour de faibles
niveaux de Ras lié au GTP. Ces observations suggerent que la Nf serait responsable du
maintien de Ras dans sa forme inactive en 1’absence de stimulation alors que RasGAP
régulerait de maniere négative Ras comme cela a été montré en réponse a plusieurs facteurs

de croissance (Pamonsinlapatham et al., 2009; Trovo-Marqui and Tajara, 2006) (Figure 13).

Sosl
active

!

GTP GDP

Ny
7
Ras-GDP ;4 Ras-GTP «
inactive f =~ active < EFFECTEURS
P

p120RASGAP
Neurofibromine

Figure 13 : Activation et régulation de la GTPase Ras.
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2. Les effecteurs de Ras dans la cascade Ras/Erk1/2
a) Les protéines Raf, effecteurs directs de Ras

Les effecteurs directs de Ras dans la cascade Ras/MAPK sont les sérine/thréonine
kinases Raf. Il existe 3 isoformes de Raf, A-Raf, B-Raf et C-Raf (appelée aussi Rafl). Toutes
ces isoformes possédent 3 régions conservées (Conserved Regions, CR) : CR1, CR2 et CR3 et
un domaine de liaison a Ras, ou Ras Binding Domain (RBD) qui possede une forte affinité
pour la forme liée au GTP de Ras. Une fois liées a RasGTP, les Raf subissent un changement
de conformation qui favorise leur activation. En revanche, bien qu’elles aient des structures
communes, ces isoformes différent dans leur distribution tissulaire, leurs modes d’activation

et de régulation.

La région CR1 contient deux domaines impliqués dans la translocation
membranaire que sont le domaine RBD et le domaine riche en cystéine ou Cysteine-Rich
Domaine (CRD). La région CR2, contient un site de liaison pour une protéine chaperonne
14-3-3, qui stabilise la forme inactive de Raf. Il a été montré que la suppression des régions
CR1 et CR2 conduit a I’activation oncogénique de Rafl suggérant que ces régions constituent
des domaines de régulation négative de I’activité de Rafl (Chan et al., 2002). La région 3
porte le domaine catalytique et le segment d’activation de Rafl. En absence de stimulus, la
portion N-terminal interagit avec le domaine catalytique, maintenant Raf dans une
conformation auto-inhibée. L’activation de Rafl par Ras induit la libération de la protéine
chaperonne et stimule simultanément la phosphorylation de sites spécifiques présents dans la
région CR2 pour activer le domaine kinase de Raf 1. Il a été montré que le site de liaison de la
protéine chaperonne sur Raf est déphosphorylé par des protéines phosphatases telles que PP1
et PP2A, ce qui régule positivement I’activation de Rafl en favorisant d’une part, son
interaction avec Ras et d’autre part, son recrutement a la membrane plasmique (Kobayashi et
al., 2010; Roskoski, 2010).

De plus, il a été montré que Rafl pouvait étre activée apres une hétérodimérisation
avec I’isoforme B-Raf (Garnett et al., 2005). Cette hétérodimérisation B-Raf/Raf 1 induirait
une phosphorylation du segment d’activation de Raf 1, pour permettre une conformation
active de la kinase. Cependant, a 1’heure actuelle, on ne connait pas avec précision le véritable
acteur responsable de cette phosphorylation. Il se pourrait que ce soit B-Raf, une autre kinase,
ou encore une autophosphorylation de Raf 1. On ne sait également pas si Raf 1 peut moduler

I’activité de B-Raf et si I’hétérodimérisation concerne également 1’isoforme A-Raf (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation schématique de la structure des isoformes A-RAF, B-RAF et C-RAF

(Rafl) (Delrue et al., 2002).
RBD : domaine de liaison a Ras (Ras Binding Domain), CRD : domaine riche en cystéines (Cystein Rich
Domain). Le segment d’activation et les régions de liaison de la chaperonne 14-3-3 figurent sur le schéma.

b) Les protéines Mek

Lorsqu’elle est active, Rafl phosphoryle a son tour d’autres kinases, les protéines
MAPKK, représentées par les isoformes Mek 1 et Mek 2. Les protéines Mek sont constituées
d’un domaine régulateur en N-terminal et d’'un domaine catalytique a activité kinase leur
permettant de phosphoryler leurs substrats, Erk 1 et Erk 2. Ces isoformes sont capables d’étre
pleinement actives par la phosphorylation de leur segment d’activation présent dans le
domaine kinase. Des études réalisées a partir de modéles murins ou le gene pour chaque
isoforme de Mek a été invalidé, attribuent a Mek 1 mais pas Mek 2, un rdle essentiel dans le

développement embryonnaire (Giroux et al., 1999) (Figure 15).
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Figure 15 : Représentation schématique de la structure de MEK

Les exons sont représentés en par des rectangles vert sont numérotés. La délimitation de la partie traduite
(protéines Mek 1 et Mek 2) est modélisée par le rectangle blanc. Le domaine protéine kinase est représenté et le
site actif de I’enzyme est indiqué par un astérisque.
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c) Les protéines Erk

Derniers acteurs de la cascade Ras/Erkl1l/2, les MAPK Erkl et Erk2 sont
phosphorylées par les protéines Mek1 et Mek2. Comme pour les Mek, leur pleine activation
est médiée seulement par la phosphorylation de leur segment d’activation sur leur domaine
catalytique. Ces protéines exercent leur fonction sur les substrats nucléaires incluant des
facteurs de transcription, mais aussi des protéines membranaires et des protéines kinases
contrélant la progression du cycle cellulaire, la différenciation et la prolifération (Yoon and

Seger, 2006). Il a été montré que I’isoforme Erk2 serait essentielle lors du développement

embryonnaire mais pas 1’isoforme Erk1 (Giroux et al., 1999).
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Figure 16 : Modeéle classique de I’activation et de la régulation de la voie Ras/sMAPK

Les tyrosines phosphorylées du RTK constituent des sites de liaison pour Grb2, qui via ses domaines SH3
(domaine de liaison a des prolines) interagit donc avec les domaines riches en proline de Sosl, le relocalisant
ainsi aupres de Ras. Sosl pourra alors catalyser I’échange du GDP en GTP sur Ras, et ainsi I’activer. RasGAP
vient a son tour catalyser la réaction GTP en GDP pour un retour de Ras sous sa forme inactive.
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I11.  Conséquences physiopathologiques des anomalies de la voie

Ras/MAPK : les « RASopathies »

Compte-tenu de ses roles pléiotropiques dans la régulation de multiples fonctions
cellulaires, I’activation de la voie Ras/MAPK est soumise a de multiples régulations, tant
positives que négatives, qui assurent un contréle fin de son intensité et de sa cinétique
d’activation. En conséquence, il est largement établi qu'une dérégulation de ces acteurs est
associée a diverses pathologies, comme notamment la tumorigenese, le dysfonctionnement de
divers organes mais aussi des anomalies du développement (Young et al., 2009).
L’identification au cours des dernieres années de mutations des acteurs ou régulateurs de cette
voie comme facteurs causaux des différents syndromes NCFC a conduit plusieurs auteurs a
redéfinir cette famille de syndromes génétiques sous le terme de « RASopathies » (Rauen et
al., 2010; Tidyman and Rauen, 2009) (Tableau 5 et Figure 17).

A. Anomalies dans ’activation de Ras par les mutations de SOS1 et de RAS

Les mutations du géne SOS1 (MIM #182530) sont la cause de 20% des cas de SN et
sont également retrouvées dans le syndrome CFC. Ces mutations de type faux sens, affectent
les différents domaines de la protéine. La moiti¢ d’entre elles sont localisées dans la boucle
« short helical linker » qui permet la connexion entre le domaine PH et le motif REM (Figure
12). D’autres mutations sont localisées dans le domaine PH, dans la région d’interaction entre
le domaine DH et le domaine REM ou encore dans le domaine catalytique. Il a été réecemment
démontré que ces différentes modifications, en conférant a la protéine Sosl une conformation
constitutivement active, avaient un effet gain de fonction et étaient capables de provoquer une
hyperactivation de la voie RassMAPK (Lepri et al., 2011).

Les mutations faux sens de RAS sont retrouvees sur les 3 isoformes de cette GTPase.
Dans le SN, ces mutations sont portées par les genes KRAS (MIM# 190070) et NRAS
(MIM#164790) mais y sont faiblement retrouvées. Des mutations de KRAS sont également
responsables de cas de CFC. Il a été montré que des mutations du géne HRAS (MIM#190020)
étaient a 1’origine de plus de 85% des cas de CS. Quelle que soit la mutation de chacune de
ses isoformes, Ras est altérée au niveau de son activité GTPase intrinséque et cette altération
perturbe 1’équilibre entre ses formes active et inactive. Cette instabilit¢ a donc pour
conséquence une hyperactivité de la proteine résultant en une hyperactivation de la voie
Ras/MAPK (Cirstea et al., 2010; Gripp and Lin, 2011; Rauen et al., 2011).
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B. Perturbation de la régulation négative de Ras par les mutations de NF-1

Les mutations du géne NF1 (MIM #613113) retrouvees chez les patients atteints de
NF-1, sont dans 90% des mutations de type faux sens hétérozygotes, et entre 5 et 10% des
délétions. Toutes ces mutations causent une perte de fonction de la GAP. Ainsi, cette perte de
fonction conduit & un déséquilibre du controle de [D’activation de Ras, en faveur

hyperactivation de la GTPase (Jett and Friedman, 2010; Tartaglia and Gelb, 2010).

C. Anomalies de la transduction du signal par les mutations de RAF et MEK

Les mutations RAF1 (MIM#164760), faiblement représentées dans le SN (5-15%) ont
été retrouvées également chez des patients SL. Elles sont localisées le plus souvent dans la
région N-terminal de la protéine (70%), dans son domaine kinase (15%) ou moins
fréquemment, dans sa région C-terminal. Les mutations affectant les domaines N- et C-
terminaux favorisent D’activité kinase de Rafl, ce qui entraine une hyperactivation de la

cascade MAPK (Pandit et al., 2007; Razzaque et al., 2007).

Les mutations de BRAF (MIM#164757) ont été rapportées avec une faible fréquence
chez les patients SN et SL. Cependant, elles ont été identifiées initialement chez les patients
CFC avec une fréquence élevée (plus de 50%). Toutes les mutations BRAF sont retrouvées
sur le domaine riche en cystéine de la protéine qui lui confére, le plus souvent, une activité

augmentée (Rodriguez-Viciana et al., 2006b; Sarkozy et al., 2009).

Les mutations de MEK1 (MIM#176872) sont présentes dans moins de 5% des SN,
alors que plus d’un quart des patients CFC portent des mutations de MEK1 ou de MEK2
(MIM#601263). Les mutations de MEK1 ou MEK?2, affectent la région régulatrice de la
kinase qui induit un gain de fonction de la protéine, conduisant a 1’hyperactivation de la

cascade (Dentici et al., 2009; Nava et al., 2007; Rodriguez-Viciana et al., 2006b).

D. Perturbation de la régulation de la cascade Ras/Erk1/2

1. Mutations de PTPN11 dans les SN et SL

Les mutations du géne PTPN11, comme nous I’avons évoqué précédemment, sont les
plus fréquentes dans le SN et le SL car elles concernent plus d’un patient SN sur deux et la
majorité des patients SL. A ce jour, il n’y a pas de mutations de PTPN11 rapportées dans les
autres syndromes apparentés. PTPN11 code pour une tyrosine phosphatase cytoplasmique,
nommeée SHP2, qui est un composant essentiel des voies de transduction du signal

intracellulaire, notamment la voie Ras/MAPK (Neel et al., 2003b). De fagon intéressante, les
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mutations de PTPN11 associées au SN et au SL ont des effets opposés sur son activité
enzymatique mais conduisent a des syndromes relativement proches (Edouard et al., 2007a).
Nous consacrerons une description et une analyse plus approfondie des consequences

physiopathologiques de ces mutations dans le chapitre I11.

2. Mutations de CBL, SHOC2 et de MYST4 dans des syndromes « SN-like »

Des mutations de CBL (Casitas B-lineage Lymphoma) (MIM#613563) ont récemment
été retrouvées dans certains cas de SN, qualifiés de syndromes « SN-like » (Martinelli et al.,
2010). Les protéines Chl sont des E3 ubiquitine ligases qui permettent la régulation de la
signalisation intracellulaire via [’ubiquitinylation et la dégradation subséquente par le
protéasome, des RTK. Il existe 3 homologues de Cbl, dont c-Cbl et Cbl-b, qui ont des
orthologues chez la drosophile et chez Caenorhabditis elegans (C. elegans), suggérant une
conservation au cours de 1’évolution. Elles sont composées d’'un domaine de liaison aux
tyrosines kinases en son extrémité N-terminal, un motif en doigt de zinc pour le recrutement
des enzymes impliquées dans 1’ubiquitinylation, une région riche en proline donnant a Cbl
une fonction d’adaptateur protéique, et un domaine pour son association avec 1’ubiquitine en
son extrémité C-terminal (Swaminathan and Tsygankov, 2006, Schmidt and Dikic, 2005). Les
mutations de CBL retrouveées dans le SN causent une perte de sa fonction. Ainsi, Cbl mutée ne
peut plus permettre la ligation d’une ubiquitine sur le domaine intracellulaire du récepteur
membranaire qui n’est donc plus internalisé. Ceci a pour conséquence une hypersensibilité
des récepteurs de surface aux facteurs de croissance activant constitutivement la voie
Ras/MAPK (Martinelli et al., 2010).

L’analyse génétique d’autres patients a permis de mettre en évidence des mutations sur
le géne Soc-2 suppressor Of Clear Homolog 2, SHOC-2 (MIM#602775). Il a été montré que
la protéine SHOC-2 forme un complexe ternaire avec Ras et Raf 1 et qu’elle joue un role
positif dans la voie de signalisation Ras/MAPK. Au niveau fonctionnel, il a été proposé que
SHOC-2 soit une protéine « scaffold » ou chaperonne, maintenant 1’interaction entre ces deux
protéines, mais aussi qu’elle puisse moduler certains états de phosphorylation de Raf 1 ou de
ces régulateurs par un effet su la phosphatase PP1c (Matsunaga-Udagawa et al., 2010;
Rodriguez-Viciana et al., 2006a). Les mutations de SHOC-2 causent, une myristoylation
aberrante de la protéine en N-terminal, qui localise de maniere inattendue SHOC-2 a la

membrane plasmique. Ainsi, a proximité de ses cibles, SHOC-2 mutée maintiendrait
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I’activation de la voie Ras/MAPK en favorisant I’association entre Raf 1 et Ras (Cordeddu et
al., 2009; Rodriguez-Viciana et al., 2006a).

Récemment, un nouveau cas de NS-like a été rapporté, présentant des anomalies
communes aux NCFC mais avec une haploinsuffisance du gene MYST4, mutation qui n’avait
pas été décrite jusqu’a présent. Le géne MYST4 code pour une histone acétyltransférase, et des
premieres études suggeérent que son inactivation conduise a une hyperactivation de la voie

RAS/MAPK, par des mécanismes qui restent a élucider (Kraft et al., 2011) .

3. Mutations de SPREDL1 dans le syndrome de Legius

Des mutations du géne Sprouty-related proteins with an EVH1 domain, SPRED1 ont
été identifiées dans différents cas du syndrome de Legius (Brems et al., 2007). La protéine
Spredl, et son isoforme Spred2, présentent des homologies avec la famille des protéines
Sprouty (Spry) qui seraient impliquées dans divers processus physiologiques et
développementaux en exercant un effet négatif sur la cascade RassMAPK. Bien que les
mécanismes moléculaires précis soient mal connus, il a été proposé que les protéines Spry
interagiraient, par leurs résidus phosphotyrosines, avec la molécule adaptatrice Grb2 et que
I’association Spry/Grb2 entraine une séquestration de Grb2 empéchant la transmission du
signal (Hanafusa et al., 2002). Un autre mode d’action serait I’interaction des protéines Spry,
par leur domaine riche en cystéine, avec le domaine catalytique de raf. Cette interaction
bloquerait I’activation de Raf par la protéine kinase Cd (PKC3) mais pas 1’activation de Raf
dépendante de Ras. Néanmoins, le role de régulateur négatif de Spry dans ’activation des
RTKSs reste controversé car ses effets dépendent de 1’isoforme de Spry, du récepteur activé, du
type et du contexte cellulaires (Mason et al., 2006). Les protéines Spred, quant a elles,
semblent agir principalement en aval de Ras en inhibant la phosphorylation et I’activation de
Raf. Ainsi, Spred 1 s’associe a Ras qui n’empéche pas 1’activation de Ras ni le recrutement
membranaire de Raf. Par contre, Spred prolonge 1’association de Raf a Ras ce qui pourrait
diminuer son activation en altérant sa distribution cellulaire (Bundschu et al., 2007; Wakioka
etal., 2001).

Les mutations de SPRED1 associées au syndrome de Legius, ont été décrites comme
des mutations perte de fonction. Compte-tenu du rble négatif des Spry/Spred dans la
régulation de la voie RassIMAPK, ces mutations perte de fonction pourraient induire une
hyperactivation de la voie Ras/sMAPK.
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Figure 17 : Les « RASopathies » : anomalies de la voie de signalisation RassfMAPK (Ekvall et al.,
2011).

Les « SN-like » sont symbolisés par un astérisque.
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IV. Principales corrélations génotype-phénotype dans le syndrome de

Noonan et ses apparentés

Le diagnostic clinique souvent difficile & poser du fait du chevauchement des traits
phénotypiques des syndromes NCFC, a été compléte par le diagnostic moléculaire qui a
permis d’associer chaque syndrome a des mutations de geénes spécifiques. Des études pour
émettre des corrélations entre le génotype et le phénotype des patients ont été réalisées par
plusieurs auteurs pour délimiter plus précisément les syndromes. Nous décrirons, dans cette
deuxieme partie, les principales corrélations citées dans la littérature en nous limitant aux
principaux traits cliniques du SN et de ses apparentés. Par ailleurs, nous discuterons des
limites du diagnostic moléculaire car les mutations découvertes d’un méme géne pouvaient

étre associées a différents syndromes.

A. Corrélations génotype-phénotype dans le SN
Les analyses de corrélations génotype-phénotype dans le SN ont révélé 1’existence
d’une variabilit¢ d’expression des signes cliniques en fonction de la présence ou non de

mutations sur les différents génes actuellement identifiés.

1. Retard statural

Trois études récentes ont montré que 56% a 76% des patients SN porteurs d’une
mutation PTPN11 ont une taille plus petite (inférieure au 3°™ percentile) que les patients sans
modification de ce géne (Ko et al., 2008; Lee et al., 2011; Papadopoulou et al., 2011). Il a été
montré dans une cohorte de patient Noonan, avec un 4ge moyen de 6 ans, que le retard de
croissance lors de la croissance post-natale était plus important chez les patients mutés sur
PTPN11 que chez les autres SN (-3,1 DS vs -2,4 DS p=0,04). De plus, une autre étude montre
que plus de 80% des patients porteurs de mutations sur PTPN11 ont une petite taille de -3,1
DS alors que le groupe contréle (pas de mutations sur PTPN11) ont un retard de croissance
pour 57% d’entre eux et une petite taille de -2,4DS (Jongmans et al., 2005; Limal et al.,
2006b; Tartaglia et al., 2002; Zenker et al., 2004). Toutefois, certains auteurs n’ont pas
observé cette différence, probablement a cause d’un faible nombre de patients dans les
cohortes ou encore d’une variabilité trop importante des ages au moment des mesures des
différents paramétres de croissance (Binder et al., 2005b; Maheshwari et al., 2002; Musante et
al., 2003). Ainsi, I’étude de Binder et al. montrait un retard identique de -3 DS entre les
groupes mutés et non mutés sur PTPN11 (Binder et al., 2005b). Deux études récentes

retrouvent des tailles similaires aux études précédentes avec une valeur de taille de -2,75 DS
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et -2,6 DS pour une 4ge moyen de 2,5 et 4,6 ans, respectivement (Ko et al., 2008; Lee et al.,
2011).

Malgré une fréquence élevée d’un retard de croissance chez les patients portant une
mutation sur le géne SOS1 (40%), ce critére reste relativement moins fort que pour celui des
patients associés a des mutations de PTPN11, avec une taille moyenne de -1,94 DS (Lee et al.,
2011). A P’inverse, le retard de croissance serait moins fréquent chez les patients porteurs de
mutations PTPN11 que chez les patients ayant une mutation sur les génes RAF1 (85%) et
KRAS (84%), bien que ces derniéres études aient été faites sur des cohortes de petit nombre
(Carta et al., 2006; Nava et al., 2007; Pandit et al., 2007). En période prénatale, la croissance
du feetus semble étre identique chez les SN porteurs d’une mutation PTPN11 et chez les
autres SN (-1,4DS + /- 1,2DS vs -0,9 +/- 1,0 DS p=0,4) (Limal et al., 2006b). A la naissance,
les tailles semblent étre également identiques entre ces deux groupes (Binder et al., 2005b;
Yoshida et al., 2004).

Les profils hormonaux des patients SN ont aussi été évalués en fonction du gene mute,
par des mesures des taux de GH, d’IGF-I et d’IGFBP3. Ainsi, dans plusieurs études avec test
de génération, les taux de GH sont normaux avec une tendance a la hausse pour les patients
porteurs de mutations sur PTPN11 (Binder et al., 2005b; Ko et al., 2008; Limal et al., 2006b).
De plus, des taux bas d’IGF-I et des taux normaux d’IGFBP3 retrouvés chez les patients SN
porteurs d’une mutation PTPN11 ne sont pas significativement différents de ceux des patients
non mutés sur ce gene ou mutés sur SOS1 (Lee et al., 2011; Limal et al., 2006b). Dans 1’étude
de Binder et al, apres un an de traitement avec GH, les enfants ont un gain de taille plus
important que pour ceux n’ayant pas de mutation sur PTPN11. Noordam et al., ont montré
qu’aprés un traitement par GH des patients SN a long terme, le gain de taille était
relativement similaire entre les groupes porteurs ou non du géne PTPN11 muté mais les
auteurs précisent une meilleure efficacité du traitement pour les patients dont aucune mutation
n’a été retrouvée sur PTPN11 (Noordam et al., 2008b). Ainsi, ces différents profils
hormonaux chez les patients SN porteurs de mutations sur PTPN11 appuient I’hypothése
d’une résistance a GH, et cette résistance serait plus importante chez ces patients, se

traduisant par une moins bonne réponse au traitement par GHrh.
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2. Les cardiopathies

Les anomalies cardiovasculaires, retrouvées chez les patients SN, ont une fréquence
¢levée comme nous 1’avons vu précédemment, mais qui peut varier selon le géne muté.
Récemment, une étude a montré que parmi les patients SN ayant une cardiopathies (83% des
cas dans cette cohorte), les patients porteurs d’une mutation sur PTPN11 ont une fréquence
significativement plus élevée de sténose de la valve pulmonaire que les autres patients (65%
versus 44% des cas), alors que ’HCM est plus commune chez les patients n’ayant pas de
mutations sur ce gene (Kobayashi et al., 2010; Papadopoulou et al., 2011). Ces données sont
en accord avec des etudes précédemment rapportées (Sznajer et al., 2007; Tartaglia et al.,
2002; Zenker et al., 2004). Pour les autres génes impliqués dans le SN, il a été montré que les
cardiopathies étaient souvent présentes, avec une fréquence de 72%, 67% et 94% en
association avec les mutations des génes SOS1, KRAS et RAF1, respectivement, mais que le
type de cardiopathie différait. En effet, les mutations sur les génes SOS1 et KRAS sont le plus
souvent associées a une sténose de la valve pulmonaire dans 70-80% et 67% des cas,
respectivement, alors que les mutations de RAF1 semblent plutot a I’origine des HCM (76%)
(Ko et al., 2008; Kobayashi et al., 2010; Lee et al., 2011; Pandit et al., 2007).

3. Ladysmorphie faciale

Comme évoqué précédemment, la dysmorphie faciale associée au SN, bien que
typique, présente des caractéristiques trés variables (Musante et al., 2003). Une étude récente
réalisée sur une centaine de patients atteints de SN n’a pas révélé de corrélation
génotype/phénotypes entre les criteres dysmorphiques et la présence de I’'une ou 1’autre des
mutations associées au SN. Ainsi, cela suggére que le phénotype de « dysmorphie faciale »

seul ne peut pas prédire le génotype (Allanson et al., 2010).

4. Autres corrélations

Les anomalies hématologiques et la présence de LMMJ telles que nous les avons
présentées dans le chapitre I, sont significativement plus fréquentes chez les patients porteurs
de mutations sur PTPN11 comparés aux autres patients (Ko et al., 2008; Yoshida et al., 2004;
Zenker et al., 2004). La recherche de mutation de PTPN11 chez 7 patients SN présentant une
LMM], s’est révélée positive pour tous les cas (Tartaglia et al., 2003). Dans cette étude, la
substitution Thr73lle (T73l) a été retrouvée et présente chez 2% des patients SN. Cette

mutation est présente dans pres de la moitié des patients SN avec une LMMJ (Kratz et al.,
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2005; Tartaglia et al., 2003). Ces observations suggerent donc que la présence d’anomalies
specifiques de PTPN11 permettrait d’identifier le sous-groupe de patients SN a risque de
LMMJ.

B. Corrélations Génotype-Phénotype dans les syndromes apparentés au

syndrome de Noonan

1. Lesyndrome L.E.O.P.A.R.D.

Concernant le SL, les études comparant les mutations de PTPN11 et les mutations de
RAF1 associées a ce syndrome n’ont pas permis de faire émerger de corrélations génotype-
phénotype. Quelques études suggérent que certaines mutations de PTPN11 (comme celle
conduisant a la substitution T468M), soient associees a une fréquence de retard de croissance
plus faible, car seulement deux patients, ayant cette substitution, sur 10 ont été diagnostiqués
de petite taille (Digilio et al., 2006; Zenker et al., 2004).

Si I’on compare les mutations SL et SN de PTPN11, les mutations SL de PTPN11 ne
provoquent pas une fréquence dans le retard de croissance comparable a celle du SN. En
effet, certains estiment la fréquence de ce symptdme a 20% des cas SL ayant une mutation
pour ce gene (Digilio et al., 2006; Sarkozy et al., 2004). Actuellement, il n’existe pas de
données sur les profils hormonaux de ces patients. Par ailleurs, la fréquence des cardiopathies
est identique chez les patients SL et SN porteurs de mutations sur PTPN11 et est estimée a
80% en moyenne. Cependant, les patients SL et SN ayant PTPN11 muté se différencient
notamment par le type de leurs cardiopathies. En effet, ces patients SL ont une fréquence plus
importante pour une HCM (54%, pour le SL versus 8% pour le SN) et une fréquence moins
importante pour une sténose de la valve pulmonaire (15% pour le SL versus 66% pour le SN).
Comme nous le verrons dans le chapitre III, ces différences pourraient s’expliquer par la
nature différente des mutations associées a ces deux syndromes, qui se traduisent par des
conséquences fonctionnelles différentes. Alors que ceci pourrait expliquer certaines
specificités phénotypiques, comme les occurrences inversées pour la sténose pulmonaire et
I’HCM, cela pose également la question de comprendre comment des mutations aux effets
différents, voire opposés, peuvent conduire a des symptdémes similaires (pour revue, voir
annexe 1 (Edouard et al., 2007a)).

Enfin, dans le cas des mutations de RAF1, responsables de 5-15% des cas de SN et de

6% des cas de SL, il apparait que ces mutations, bien qu’affectant des résidus différents, aient
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des conséquences fonctionnelles identiques et soient spécialement associées au
développement d’une HCM (Pandit et al., 2007; Razzaque et al., 2007).

2. Le syndrome Cardio-Facio-Cutané

Concernant prés de 25% des patients CFC, les mutations de MEK causent un
phénotype plus modéré que celui causé par les autres genes mutés de ce syndrome. D’un point
de vue morphologique, I’hypertélorisme, les anomalies oculaires et les cheveux épars sont des
signes moins fréquents chez ces patients. De plus, le retard du développement, tel que
I’acquisition de la marche, est modéré contrairement aux mutations des génes B-RAF et K-
RAS. Les défauts cardiaques, particulierement ceux de la valve mitrale et du septum, sont plus

fréquents chez ces patients (Dentici et al., 2009; Nava et al., 2007).

Il est a noter également que, comparés aux patients SN, les patients CFC, quel que soit
I’atteinte génétique, ont une fréquence accrue de difficultés prolongées d’alimentation,
d’anomalies du systéme nerveux central, de convulsions et d’hypoplasie du nerf optique.
Ainsi, dans I’étude de Armour et al., 84% des patients CFC présentent au moins un de ces 4
signes et 5% des patients présentent les quatre, ce qui peut aider a distinguer le CFC du SN
(Armour and Allanson, 2008).

3. Lesyndrome de Costello

Comme nous avons pu le voir dans le chapitre I, les patients atteints de SC ont une
dysmorphie faciale typique et marquée et des difficultés a grossir. De plus, le retard de
croissance et le retard mental sont séveres. Ces symptomes, plus séveres que ceux des SN et
de ses apparentés, sont causes par les mutations du gene H-RAS. Etant donné qu’aucune
mutation de H-RAS n’ait été retrouvée dans le SN, ni dans ses apparentés, ces caractéristiques
typiques du SC pourraient étre corrélées aux mutations de ce géne. De plus, les mutations H-
RAS augmentent I’incidence de tumeurs solides, notamment des rhabdomyosarcomes, des
neuroblastomes ou des cancers de la vessie, caractéristique importante de patients SC. Cette
incidence est de I’ordre de 15% pour I’ensemble des patients mais varie en fonction du type
de mutation: 10% pour les patients présentant la mutation la plus frequente causant la
substitution G12S contre 40% pour ceux présentant la substitution G12A. Ces données
justifient un dépistage tumoral systématique chez ces patients en particuliers ceux présentant
la mutation G12A. De plus, parmi les 26% des cas ayant une cardiopathie, les patients SC ont
majoritairement une HCM (Gripp, 2005).
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4. Les « SN-like »

Les syndromes « SN-like » ont des caractéristiques phénotypiques communes aux SN
qui nécessitent souvent le cas d’un diagnostic moléculaire pour les distinguer. Cependant,
certaines études montrent des différences dans certains traits phénotypiques selon le géne
muté. Ainsi, les patients mutés sur le gene SHOC2 ont le plus souvent des défauts importants
de la pigmentation avec de 1’eczéma et une tendance au pruritus, des sourcils épars, des
ongles fins et dystrophiques. Absents chez les patients SN, ces différents criteres retrouvés
dans ce « SN-like » pourraient ainsi les distinguer des «vrais » patients SN. Ces patients
développent aussi des cardiopathies, le plus souvent des défauts de la valve mitrale et du
septum, significativement plus fréquents que chez les SN. Les patients dont le gene CBL es
muté ont de facon plus variable un retard du développement et de la croissance, une
dysmorphie faciale ainsi que des taches « café-au-lait » sur la peau. lls se distinguent des
patients SN notamment par une fréquence plus élevée pour des tumeurs de type myéloide
comme les LMMJ (Perez et al., 2010).

V. Conclusion

Compte-tenu des difficultés de diagnostic clinique chez les patients SN et chez ses
apparentés, les outils moléculaires dont nous disposons actuellement ont permis d’apporter
une dimension nouvelle au diagnostic de ces patients et de mieux délimiter les pathologies
aux traits phénotypiques souvent trés similaires. Ainsi, de nombreux genes ont été identifiés
en tant qu’acteurs directs de la voie Ras/MAPK ou en tant que régulateurs de cette voie, mais
de maniére intéressant appartenant tous a cette derniére. En conséquence, la définition de
syndromes Neuro-Cardio-Facio-Cutané tend vers une nouvelle dénomination en rapport avec
les génes identifiés, que sont les « RASopathies ». Etant donné que pour certains patients
aucun gene n’a été décelé aujourd’hui, cette nouvelle classification pourrait permettre de
rechercher d’autres genes cibles en rapport avec la voie Ras/MAPK. Il n’est pas exclu malgré
tout que d’autres geénes non associés a cette voie soient impliqués. Par ailleurs, bien que
I’analyse fonctionnelle de la plupart des mutations ait révélé une tendance commune a
I’hyperactivation de la voie Ras/MAPK, la variabilité des phénotypes laisse penser que les
mutations des différents génes ne sont pas équivalentes et que, méme au sein d’un géne, les
différentes mutations puissent causer des perturbations différentes. Des analyses de
corrélations génotype/phénotype plus approfondies seront nécessaires pour mieux cerner ces

différentes pathologies.
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La protéine tyrosine phosphatase SHP2 appartient a une famille d’enzymes trés
conservée au cours de 1’évolution, les tyrosines phosphatases, qui jouent des réles majeurs
dans la régulation de la signalisation dépendante des tyrosine kinases. Contrairement aux
autres tyrosines phosphatases, qui ont plutét des fonctions de modulation négative, SHP2
présente la particularité de pouvoir promouvoir diverses voies de signalisation en aval de
nombreux récepteurs membranaires. Elle régule ainsi différents processus cellulaires telles
que la prolifération, la différenciation ou encore la survie cellulaires. Compte tenu de ses
divers roles, la dérégulation de SHP2, suite a des mutations de son géne, est responsable de
différentes pathologies. Ces pathologies incluent le développement tumoral pour les
mutations sporadiques et des anomalies du développement comme les syndromes de Noonan
et L.E.O.P.A.R.D pour les mutations germinales. Au cours de ces dix dernieres années,
d’intenses efforts ont été réalisés pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour traiter
ces syndromes polymalformatifs, notamment en recherchant les mécanismes moléculaires

dérégulés.

Dans ce troisieme chapitre, nous ferons tout d’abord une présentation générale de
SHP2 en décrivant sa structure, sa fonction et sa régulation puis ses principales fonctions
cellulaire et tissulaire. Apres avoir précisé les diverses réles physiologiques de SHP2, nous
nous intéresserons plus particulierement aux fonctions physiopathologiques des mutations de

SHP2 responsables des syndromes de Noonan et L.E.O.P.A.R.D.
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I. ROles physiologiques de la tyrosine phosphatase SHP2

A. Géneralités

Les phosphorylations et déphosphorylations sur tyrosines sont des modifications post-
traductionnelles fondamentales réalisees par des proteines tyrosine kinases et des protéines
tyrosines phosphatases, respectivement. Ces modifications ont toutes leur importance car elles
permettent la transduction d’un signal extracellulaire vers le noyau de la cellule pour activer
I’expression de génes impliqués dans divers processus biologiques (pour revue, voir (Soulsby
and Bennett, 2009)).

Les phosphorylations sur tyrosine ont initialement été découvertes par la mise en
évidence d’une activité tyrosine kinase portée par la protéine v-Src, enzyme inductrice de la
transformation néoplasique de fibroblastes de poulet, issue du virus du Sarcome de Rous
(Hunter and Sefton, 1980; Levinson et al., 1980). Cette activité tyrosine kinase a été décrite
par la suite par d’autres auteurs, montrant qu’elle n’était pas restreinte aux enzymes virales,
mais pouvait également étre portée par des récepteurs membranaires (récepteurs aux facteurs
de croissance, aux hormones et aux cytokines) et diverses protéines cytosoliques (Hunter and
Sefton, 1980).

Au cours des années 1980, la premiére tyrosine phosphatase a été découverte lors de la
purification et I’isolation de la protéine tyrosine phosphatase (PTP) nommée PTP1B (Tonks et
al., 1988). A I’ére du séquengage du génome humain, de nombreuses autres molécules a
activité tyrosine phosphatases ont été identifiées et constituent aujourd’hui une nouvelle
classe de phosphatases. D’une fagcon générale, alors que les PTK contrélent positivement
diverses voies de signalisation cellulaire en phosphorylant leurs substrats, les PTP ont un role
inverse, c’est-a-dire contrdlent négativement ces voies par déphosphorylations de leurs
substrats. Un équilibre entre ces deux types d’enzymes est donc essentiel dans le maintien et

le contrdle d’une réponse biologique normale.

Une des PTP ayant suscité un intérét majeur depuis sa découverte, est la protéine
tyrosine phosphatase SHP2, dont les multiples réles dans la signalisation cellulaire montrent
son importance en tant que régulateur de la réponse biologique. De fagon surprenante, cette
PTP globalement un réle positif sur I’activation des voies de signalisation contrairement aux
autres membres des PTP. SHP2 fut donc décrite comme la premiére PTP au role positif dans
la réponse biologique si bien que certains auteurs la considerent comme un véritable proto-

oncogene.
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B. Présentation de SHP2

SHP2 appartient a la superfamille des PTP, qui se caractérise par un motif conservé au
cours de 1’évolution dans le cceur du domaine catalytique. Ce motif, localisé précisément dans
le site actif de I’enzyme a pour séquence consensus HC(X)s-R ou H est une histidine (His), C
une cystéine (Cys), (X)s une série de 5 acides aminés quelconques et R une arginine (Arg).
Plus d’une centaine de PTP ont été retrouvées dans le génome humain et reparties en 4 classes
distinctes (classes | a IV) selon leur spécificité de substrat. SHP2 fait partie des PTP de classe
I, groupe le plus décrit dans la littérature, qui est lui-méme divisé en deux sous-groupes : les
PTP classiques ou « classical PTP » transmembranaires et non transmembranaires, qui sont
specifiques des phosphotyrosines et les PTP a double spécificité (ou dual specificity
phosphatases, DSP) qui, comme leur nom 1’indique, peuvent reconnaitre des tyrosines, des

sérines/thréonines phosphorylées (Soulsby and Bennett, 2009).

1. Structure de SHP2

SHP2 a été identifiée dans les années 90 par plusieurs auteurs et nommeée Syp, SHP-
PTP2, SHP-PTP3, PTP1D ou encore PTP2C (Adachi et al., 1992; Ahmad et al., 1993; Feng et
al., 1993; Vogel et al., 1993). SHP-2 est une tyrosine phosphatase qui constitue chez les
vertébrés avec son homologue SHP-1 (appelée aussi PTP1C, SHPTP-1, ou encore HCP), la
famille des PTP classiques non transmembranaires a domaines SH2. Chez les invertébreés,
seule SHP2 partage des homologies de séquences avec ses orthologues Ptp-2 (C. elegans) et
Corkscrew (ou Csw, Drosophila melanogaster) (Perkins et al., 1992). Alors que SHP1 est
exprimée majoritairement au niveau des cellules hématopoiétiques, SHP2, quant a elle, est

retrouvée de maniére ubiquitaire (Feng and Pawson, 1994; Neel, 1993).

SHP2 est codée par le géne PTPN11 (Protein Tyrosine Phosphatase Non-receptor
type, 11) localisé sur la région chromosomique 12924. Ce geéne fait partie des 37 geénes
représentant la famille des PTPs classiques humaines. Il est composé de 16 exons : I’exon 1
contient le codon 5-UTR et le codon ATG d’initiation de la traduction et quelques codons
additionnels. Le codon stop est porté par I’exon 15, tandis que I’exon 16 contient une grande
partie de la portion 3'-UTR. D’autres éléments du géne PTPN11 tels que la région promotrice
et des éléments « enhancers » ont été découverts mais n’ont pas été delimités a ce jour (Figure
18 (A)).

SHP2 est composee de deux domaines SH2 (N-SH2 et C-SH2) en N-terminal, suivis

d’un domaine catalytique et d’une queue C-terminal. Les domaines SH2 sont des domaines
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d’interaction protéine-protéine présentant une forte affinité pour des phosphotyrosines
specifiques présentes sur les récepteurs membranaires ou sur des protéines adaptatrices. De
plus, les domaines SH2 de SHP2 lui permettent d’étre recrutée aupres de complexes de
signalisation contenant certains motifs phosphotyrosines. Comme nous le verrons plus loin,
ces domaines SH2 ont également un rdle important dans la régulation de I’activité de la
phosphatase. Sur la queue C-terminal siégent des sites de phosphorylation portés par des
tyrosines et des sérines. Ces résidus souvent sont souvent décrits comme des sites de
régulation de I’activité de I’enzyme, mais leur role n’est pas encore bien compris. Sont aussi
retrouvés en C-terminal, des motifs riches en proline constituant des sites d’ancrage de
protéines portant des domaines SH3, comme Grb2 (Adachi et al., 1996; Neel et al., 2003b;
Rosario and Birchmeier, 2003) (Figure 18 (B)).

Les premicéres images de cristallographie de SHP2 ont montré [’organisation
tridimensionnelle des différents domaines de 1’enzyme. Les deux domaines SH2 entourent le
domaine PTP. Le domaine PTP a une structure en 9 hélices a et en 14 feuillets B, qui présente
une forte ressemblance avec le domaine PTP de PTP1B (Feng and Pawson, 1994; Neel,
1993). Le site catalytique est constitué par le regroupement de 3 boucles de 1’enzyme, les
boucles pTYR, PTP et WPD. La boucle PTP contient le motif du site actif ou la cystéine 459
(cys459) permet la catalyse enzymatique. La boucle pTYR contient principalement le résidu
tyrosine 279 (tyr279) qui definit la profondeur de la poche catalytique et contribue ainsi a la
sélection des substrats phosphorylés sur des tyrosines. En effet, cette profondeur ne permet
pas aux résidus phosphorylés sur sérine et thréonine d’étre reconnus car ils sont trop courts
pour atteindre la cystéine (cys459) critique pour la catalyse enzymatique, située au fond de la
poche. La boucle WPD est composée principalement par les acides aminés tryptophane (trp),
proline (pro) et aspartate (asp) et permet la libération du substrat suite a la catalyse
enzymatique (Figure 18 (C)). Notons ici, Notons ici que la cystéine C459 de la poche du site
actif de I’enzyme est un élément clé de la catalyse des résidus phosphotyrosines. Aussi, des
mutations ponctuelles ont été générées in vitro, en changeant la cystéine par une sérine
(mutant C459S) ou par une glycine, mutant (C459G), afin d’obtenir une phosphatase
catalytiquement inactive. Ces mutants ont servi dans 1’étude de la fonction biologique de
SHP2 pour décrypter les mécanismes moléculaires dans lesquels la phosphatase est

impliquée, que nous citerons dans la deuxiéme partie de ce chapitre.
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Domaine N-SH2

Domaine C-SH2

Figure 18 : Représentation schématique de SHP2 : organisation de son ADN codant (A), de sa
structure (B) et de sa conformation protéique (C).

Les exons de PTPN11 sont représentés par des rectangles noirs et numérotés (A). La correspondance avec les
domaines N-SH2, C-SH2 et PTP est en rouge, bleu et violet, respectivement (B). Les différentes boucles
(«loop ») impliquées dans la catalyse sont représentées. Le site actif est délimité par un rectangle noir en
pointillé sur le schéma. La cystéine catalytique (cys459) est indiquée par la fleche noire (C).
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2. Activation de SHP2

L’activation de SHP2 est caractérisée par un changement de conformation dynamique
et réversible. Elle est souvent considérée comme un véritable « switch » moléculaire en

réponse aux signaux extracellulaires.

A D’état basal, le domaine N-SH2 interagit avec le domaine PTP en s’insérant dans la
poche du site actif mais les mécanismes responsables de cette régulation intramoléculaire ne
sont pas encore bien connus. Néanmoins, I’interaction entre ces deux domaines empéche le
substrat d’interagir avec le site actif de I’enzyme. Cette interaction intramoléculaire donne a
SHP2 une conformation dite auto-inhibée ou dite « fermée ». Lors de divers stimuli, les
protéines impliquées dans 1’activation de SHP2 sont phosphorylées sur tyrosines et ces
phosphotyrosines interagissent avec les domaines SH2 de SHP2. Cette liaison induit un
changement de sa conformation d’une conformation « fermée » a une conformation active
dite «ouverte », levant ainsi son auto-inhibition et permettant 1’accés des substrats au site
catalytique (Barford and Neel, 1998; Hof et al., 1998) (Figure 19).

Facteurs de croissance

Hormones
Cytokines

N-terminal

C-terminal

—
C-terminal _

SHP2

SHP2 =
active

inactive

Figure 19 : Représentation schématique de I’activation de SHP2

Les domaines N-SH2 sont importants dans 1’activation de SHP2. En effet, le dosage
de l’activit¢ de SHP2 par l'utilisation de peptides reconstitués portant une ou deux
phosphotyrosines in vitro, a été montré que SHP2 est plus active lorsque les deux domaines
SH2 sont liés aux phosphotyrosines (Keilhack et al., 2005b). Cette interaction peut moduler la

relocalisation de la phosphatase, donc son recrutement, et participer ainsi a sa spécificité pour
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ses substrats (Hadari et al., 1998; Maroun et al., 2000; Rosario et al., 2007; Schaeper et al.,
2000).

D’autres mécanismes d’activation de SHP2 ont été proposés. Certains ont montré
I’importance des tyrosines 542 et 580 sur la queue C-terminal de I’enzyme. Ainsi, 1’utilisation
de techniques de ligation de protéines in vitro qui consistent a remplacer ces tyrosines par des
mimétiques de phosphotyrosines non hydrolysables, a mis en évidence une augmentation de
I’activité catalytique de deux a trois fois par rapport a son activation basale pour chaque
tyrosine (Lu et al., 2001). Ceci suggere que la phosphorylation sur tyr 542 et tyr 580 favorise
I’activité de la phosphatase. In vivo, il est possible que ces effets ne soient pas retrouvés car
cette phosphorylation peut étre transitoire et parce que SHP2 peut s’auto-déphosphoryler

rapidement aprés son activation.

3. Régulation de SHP2

Une régulation négative de 1’activation de SHP2 peut s’opérer sur les différents
aspects de son activation, notamment par déphosphorylation de ses sites de recrutement (Neel
et al., 2003b). De plus, I’activité de SHP2 peut étre régulée par des espéces réactives de
I’oxygene (Reactive Oxygen Intermediates, ROIs) qui sont produites lors de stress oxydatifs
cellulaires. Une étude a montré une régulation négative et transitoire de 1’activité de SHP2 par

les ROIs dans des cellules de rats en réponse au PDGF (Meng et al., 2002).

Enfin, des études réalisées a partir de cellules phéochromocytomes de rat (PC12) et
stimulées par 1’Epidermal Growth Factor (EGF), ont conduit a la découverte de
phosphorylations sur sérine(s) mais aussi sur thréonine(s) portées par SHP2. Ces résidus
pourraient étre phosphorylés, suite a une stimulation par I’EGF, par les MAPK, constituant

une boucle de contréle négatif de SHP2 par cette voie de signalisation (Peraldi et al., 1994).

C. Fonction de SHP2 dans la régulation de différentes voies de signalisation

1. Robles de SHP2 dans la voie RassMAPK

Un trés grand nombre d’études génétiques et biochimiques attribuent a SHP2 un role
positif dans I’activation de la voie Ras/sMAPK induite par de multiples agonistes agissant via
des RTKs, des récepteurs aux cytokines, des RCPG et bien d’autres, et ce dans une large
variété de types cellulaires. Bien que le rdle positif de SHP2 dans ’activation de la voie
Ras/MAPK soit bien établi de nos jours, les mécanismes moléculaires permettant cette

activation sont nombreux et parfois contradictoires.
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a) SHP2, un adaptateur protéique pour [’activation de RassMAPK ?

Il a été proposé que les tyr542 et tyr580 présentes dans le domaine C-terminal de
SHP2 puissent constituer des sites de recrutement pour le module Grb2/Sosl. En effet, la
tyrosine 542, phosphorylée notamment sous stimulation par le PDGF, est contenue dans une
séquence consensus de liaison pour Grb2, suggérant que ce site permettrait le recrutement du
module Grb2/Sos1, et donc I’initiation de la voie Ras/MAPK (Bennett et al., 1994; Li et al.,
1994). Vogel et al., quant & eux, ont proposé comme site majeur de recrutement du module
Grb2/Sosl, la tyr580 qui peut étre phosphorylée en réponse a I’EGF ou au PDGF. (Vogel and
Ullrich, 1996).

Bien que les phosphorylations de ces tyrosines de SHP2 soient décrites en réponse a
de nombreux agonistes et puissent favoriser le recrutement de Grb2, Araki et al. ont montré
que la phosphatase pouvait étre phosphorylée en réponse a certains agonistes (FGF, PDGF)
mais pas en réponse a d’autres, comme I’EGF. Ces données suggérent qu’au moins sous EGF,
SHP?2 favorise 1’activation de Ras/MAPK indépendamment de son rdle d’adaptateur (Araki et
al., 2003). De plus, ces mémes auteurs en utilisant des mutants non phosphorylables de SHP2
ont montré que ces sites étaient importants dans 1’activation des MAPK induite par le PDGF
et le Fibroblast Growth Factor (FGF) mais que cet effet était indépendant de la capacité a lier
Grb2 (Araki et al., 2003). Ceci pourrait s’expliquer par un effet d’auto-inhibition de SHP2,
par interaction des phosphotyrosines 542 et 580 avec ses domaines N-SH2 et C-SH2 comme

nous I’avons évoqué plus haut.

Enfin, en aval des récepteurs aux cytokines (e.g. gp130), SHP2 pourrait étre
phosphorylée par les protéines JAnus Kinases (JAK) et recruter le module Grb2/Sos1 initiant
ainsi la voie Ras/MAPK. Il a été montré que cette activation conduirait a la différenciation des
cellules souches embryonnaires (ES) murines par ’inhibition des facteurs de prolifération

Thx3 et Nanog par les MAPK (Hamazaki et al., 2006; Niwa et al., 2009).

b) Activation de Ras/MAPK par [’activité phosphatase de SHP2 ?

La diminution de I’activation de la voie Ras/MAPK lors de la surexpression de formes
catalytiquement inactives de SHP2 dans divers types cellulaires suggere qu’il existe des

substrats de SHP2 impliqués dans I’activation de cette voie.

Un des premiers substrats de SHP2 identifié¢ et impliqué dans 1’activation de la voie

Ras/MAPK est une glycoprotéine transmembranaire, Shp Substrate-1 (SHPS-1), membre de
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la famille des Slgnal Regulatory Protein (SIRP). En présence de stimuli, le domaine
intracellulaire des SHPS-1 est phosphorylé, notamment sur tyrosines, servant de points
d’ancrage pour SHP2. Une fois recrutée par SHPS-1, SHP2 peut a son tour agir sur SHPS-1
(Fujioka et al., 1996). Le role fonctionnel des SIRP dans la régulation de RassMAPK reste
encore trés controversé. Cependant, des études attribueraient un réle négatif de SHPS-1 dans
la croissance et la prolifération cellulaires en réduisant I’activation des MAPK en réponse a
I’EGF ou I’insuline (Inagaki et al., 2000; Kharitonenkov et al., 1997), alors que d’autres ont
proposé un role positif de SHPS-1 dans I’activation des MAPK en réponse a I’'IGF-I
(Lieskovska et al., 2006). De plus, il a été proposé que SHPS-1 agisse comme un adaptateur et
activateur de SHP2 favorisant ainsi le recrutement de SHP2 a proximité des autres acteurs de
la voie Ras/MAPK. L’interaction SHPS-1/SHP2 permettrait de lever 1’auto-inhibition de
SHP?2 et d’activer ainsi la phosphatase. Une fois active, SHP2 pourrait déphosphoryler SHPS-

1 pour s’en dissocier et agir sur d’autres cibles, comme les kinases Src.

c) SHP2 et régulation des protéines Sprouty dans [’activation de Ras/MAPK

Des premieres études ont montré que SHP2 serait capable d’agir directement sur Spry
en la déphosphorylant, ce qui favoriserait la dissociation du complexe Grb2/Spry en réponse
au FGF (Hanafusa et al., 2002). Ainsi libéré du complexe, Grb2 pourrait venir s’associer avec
la protéine adaptatrice FRS2 maintenant I’activation des MAPK (Hanafusa et al., 2004). De
plus, Tefft et al., retrouve également ce modéle a partir d’explants de poumons de souris dans
lesquels SHP2 favorise 1’activation de la voie Ras/MAPK par la déphosphorylation de Spry
(Tefft et al., 2005; Tefft et al., 2002). Ces observations sont aussi retrouvées chez les
invertébrés. En effet, I’utilisation d’une forme substrat trappeur de Csw (orthologue de SHP2,
chez la drosophile) montre que Spry se lie a Csw dans des cellules de drosophile cultivées et
que cette liaison est nécessaire au développement de 1’ceil (Jarvis et al., 2006). Récemment, ce
modeéle d’activation a été retrouvé dans des cellules souches embryonnaires de souris, dans
lesquelles SHP2 activerait la voie Rass/MAPK en déphosphorylant 1’isoforme Spryl. La
régulation de Spryl par SHP2 serait ainsi essentielle dans la différenciation de ces cellules
(Jung et al., 2011).

Ces différentes études permettent de proposer Spry comme une cible de SHP2,
permettant ’activation de la voie Ras/MAPK.
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d) Activation de Ras/IMAPK par [’exclusion de RasGAP ?

Comme nous 1’avons déja évoqué dans le chapitre II, la voie Ras/MAPK est régulée
négativement par les protéines GAP, notamment la pl20RasGAP. Une des hypotheses
expliquant 1’effet activateur de SHP2 sur cette voie serait une inhibition de ce regulateur

négatif de Ras.

Des premieres études réalisees chez la drosophile ont mis en évidence que Csw
déphosphorylerait préférentiellement les sites de liaison de 1’orthologue de RasGAP sur
Torso, orthologue du PDGFR. Ces observations permettent de faire un lien entre SHP2 et
I’activation des MAPK via RasGAP (Cleghon et al., 1998). Plus tard, ce mécanisme a été
également proposé dans différents types de cellules de mammiféres. En effet, il a été montré
que SHP2 déphosphorylerait I’EGFR sur un site de liaison a RasGAP. Cette
déphosphorylation empécherait le recrutement de I’inhibiteur avec pour conséquence une
activation accrue de la voie RassMAPK (Agazie and Hayman, 2003). Cependant, la
démonstration d’une interaction directe entre RasGAP et ’EGFR n’a pas été réalisée car elles

sont difficiles a mettre en ceuvre.

Un autre modele faisant un lien entre SHP2 et RasGAP a été proposé dans notre
laboratoire. Il a été montré que SHP2 déphosphorylerait les sites de recrutement de la
p120RasGAP portés par un des substrats majeurs de SHP2, la protéine adaptatrice Gabl, en
réponse a I’EGF. Cette déphosphorylation limiterait la relocalisation de RasGAP a la
membrane, I’excluant ainsi du complexe de signalisation, et la maintiendrait éloignée de Ras,
permettant ainsi une pleine activation de la voie RassMAPK (Montagner et al., 2005b). De
plus, ce modeéle a été retrouvé lors d’une étude réalisée in vivo. Dans cette étude, les auteurs
ont retrouvé une proportion accrue de RasGAP dans la fraction membranaire d’hépatocytes
murin délétés pour SHP2, lesquels présentent un défaut d’activation de la voie Ras/MAPK
(Bard-Chapeau et al., 2006).

Ces différentes études mettent en avant un role de régulateur positif de SHP2 dans
I’activation de la voie RassMAPK en empéchant 1’action de RasGAP, inhibiteur naturel de

Ras.
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e) Nouveau partenaire de SHP2 dans [’activation de Ras/MAPK : les protéines
Src

Il a ét¢ montré que SHP2 pouvait activer la voie Ras/MAPK par I’intermédiaire des
protéines de la famille des Src kinases ou Src Family Kinases, SFK. Parmi elles, on retrouve
les kinases ubiquitaires Src, Fyn et Yes, impliquées dans I’adhésion cellulaire et dont les

dérégulations sont responsables de nombreuses tumeurs chez ’homme.

Des études ont suggéré que SHP2 agirait en amont des SFK ou sur leurs régulateurs
pour favoriser I’activation des MAPK. Les SFK sont maintenues dans un état inactif par
phosphorylation de leur tyrosine 527 par les kinases C-terminal Src kinase (Csk) et par leur
homologue Csk Homogous kinase (CHK). Ces régulateurs négatifs des SFK sont activés par
I’interaction de leur domaine SH2 a des protéines adaptatrices activées sur phosphotyrosines,
telles que la paxilline et le complexe Cbp/PAG. SHP2 serait capable de déphosphoryler
Cbp/PAG, diminuant le recrutement de Csk et favorisant ainsi I’activation des SFK (Zhang et
al., 2004c). Une autre étude récente a retrouvé un role de SHP2 dans I’activation des Src, en
montrant que SHP2 déphosphoryle directement la kinase Lyn sur sa tyrosine inhibitrice
(tyr507) dans des cellules myéloides en aval des récepteurs au Granulocyte-Colony
stimulating factor, G-CFS (Futami et al., 2011).

Bien que le role de SHP2 en aval de Src semble émergé, les mécanismes reliant Src et
la voie Ras/MAPK sont contradictoires. Certains ont proposé une interaction de Src avec les
protéines adaptatrices telles que Gabl, lesquelles sont impliqués dans 1’activation de la voie
Ras/MAPK. Ces adaptateurs phosphorylés, pouvant lier Grb2, meneraient ainsi au
recrutement du module Grb2/Sosl (Bromann et al., 2004). Par ailleurs, Bivoma et al., ont
montré que ’activation de la Phospholipase Cyl (PLCyl), un substrat de Src, permettrait la
translocation d’une GEF, similaire a Sos1, nommée RasGRP1, vers I’appareil de Golgi ou elle
serait capable d’activer Ras, phase initiale de I’activation des MAPK (Bivona et al., 2003). De
plus, Zhang et al., ont observé que la PLCyl et I’activation de Ras dans 1’appareil de Golgi
étaient perturbées dans des fibroblastes délétés pour SHP2. Ceci suggeére que 1’effet positif de
SHP2 sur la voie MAPK serait facilité par la capacité de SHP2 a activer Src, laquelle en
retour stimule 1’activation de Ras dans le Golgi au travers de PLCyl et de RasGRP1 (Zhang
et al., 2004c).
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2. Roles de SHP2 dans P’activation de PI3K

D’autres voies de signalisation sont modulées par SHP2 comme la voie
Phospholnositide-3-Kinase/Akt (PI3K/Akt) qui régule notamment les processus de survie
cellulaire. Selon le récepteur, SHP2 module différemment 1’activation de la voie PI3K/Akt.
Sous EGF, il a été montrée que SHP2 déphosphoryle les sites de liaison de la sous-unité
régulatrice p85 de PI3K sur I’adaptateur Gabl dans des fibroblastes de souris immortalisés ou
ptpnll a été invalide. Cette déphosphorylation empéche PI3K de se lier a Gabl, inhibant ainsi
la voie PI3K/Akt (Zhang et al., 2002b). A I’inverse d’autres ont proposé un role positif de
SHP2 dans I’activation de cette voie. Ainsi, en réponse a I’insuline, Ugi et al. ont observé que
I’activation de PI3K/Akt était atténuée dans des cellules exprimant un mutant inactif de SHP2
(Ugi et al., 1996).

Le role de régulateur négatif et/ou positif de SHP2dans I’activation de PI3K/Akt reste
une des énigmes des plus intéressantes dans la compréhension du mécanisme d’action de la
phosphatase dans la signalisation cellulaire. Une des hypothéses qui pourrait expliquer cette
différence de réponse serait des interactions entre les voies PI3K/Akt et RassMAPK, comme

cela a déja était proposé (Wang et al., 2009).

3. Roles de SHP2 dans ’activation du module JAK/STAT

La voie JAnus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK/STAT),
est activée principalement en aval des récepteurs a cytokines et hormones. Ces récepteurs,
dépourvus d’activité tyrosine kinase intrinseque, agissent en activant les kinases JAK qui leur
sont associées. Une fois activée, JAK phosphoryle le récepteur sur des résidus spécifiques,
permettant le recrutement et 1’activation par phosphorylation et dimérisation des facteurs de
transcription STAT. STAT dimérisé quitte le récepteur et transloque jusqu’au noyau afin
d’activer ses genes cibles (Xu and Qu, 2008). La signalisation des récepteurs aux cytokines ou
hormones est contrdlée notamment par les suppresseurs de signalisation des cytokines
(Suppressors Of Cytokine Signaling, SOCS), protéines non-transmembranaires a domaines
SH2 impliquées dans la régulation négative de la voie JAK/STAT.

Les roles de SHP2 dans la régulation de la voie JAK/STAT ne sont pas encore bien
définis et souvent contradictoires car les études sur les mécanismes moléculaires sont encore

trés discutées.
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a) Régulation négative de JAK/STAT via SHP2 ?

Plusieurs études montrent un réle négatif de SHP2 dans D’activation de la voie
JAK/STAT, notamment en réponse aux interférons (INF). Il a été montré que dans des
fibroblastes murins ou ptpnll a été délété, les isoformes STAT1 et STAT2 sont
hyperphosphorylées sous 1’action de INF-y et INF-o, ce qui entrainerait la mort de ces
cellules. Ceci suggere que SHP2 jouerait un rble négatif dans I’activation de STATI et
STAT2 mais positif pour la survie de ces cellules (You et al., 1999). De plus, une autre étude
a rapporté qu’en réponse a INF-a, la phosphorylation sur la tyr701, qui permet la dimérisation
de STAT, serait favorisée et maintenue dans des fibroblastes murins délétés en SHP2 (Wu et
al.,, 2002). D’autres auteurs ont retrouvé ce modele moléculaire a partir d’études
biochimiques, montrant que STATL serait déphosphorylée par SHP2, notamment sur sa
tyrosine 701. Ces différentes données suggerent que SHP2 régulerait négativement la voie
JAK/STAT induite par INF, en déphosphorylant STAT1 (Shuai and Liu, 2003).

D’autres isoformes de STAT peuvent étre déphosphorylées par SHP2. En effet, des
¢tudes biochimiques utilisant des dosages d’activité tyrosine phosphatase, ont montré que
SHP2 déphosphorylerait 1’isoforme STAT5a (Chen et al., 2004; Chen et al., 2003; Yu et al.,
2000). Certains auteurs ont montré qu’un mutant substrat trappeur de SHP2 (C459S),
s’associait avec les phosphotyrosines de STATS suggérant que STATS soit un substrat de
SHP2 (Chen et al., 2003; Yu et al., 2000). De plus, la surexpression de SHP2 dans des
cellules Ba/F3 et dans des progéniteurs hématopoiétiques de la moelle osseuse, induirait une
déphosphorylation plus rapide de STATS en réponse a I’'IL-3, alors que dans les cellules
déficientes en SHP2, cette déphosphorylation serait retardée (Chen et al., 2004; Chen et al.,
2003). Il a également été démontré que SHP2 pouvait réguler négativement 1’activation de
STAT3 en déphosphorylant la tyrosine 759 du récepteur gp130, impliquée dans son activation
(Ohtani et al., 2000).

D’autres études ont renforcé 1’idée d’une régulation négative de SHP2 sur les
protéines STAT. Ainsi, des cellules ES murines délétées pour SHP2 ont montré un défaut de
différenciation et un auto-renouvellement plus efficace en présence du LIF, d0 a une
augmentation de ’activité de STAT3 (Chan et al., 2003; Qu and Feng, 1998). Ce modele de
régulation négative de STAT3 par SHP2 est retrouvé dans des expériences in vivo faites a
partir de souris pour lesquelles ptpnll a été délété dans les cellules neuronales (Ke et al.,
2007; Zhang et al., 2004b).
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Le rble négatif de SHP2 a également été retrouvé dans la voie JAK/STAT induite par
GH. Une des premieres évidences du role de SHP2 dans la réponse & GH a été montrée dans
des fibroblastes (NIH-3T3F442A) de souris exprimant de maniere endogene le GHR. Dans
cette étude leurs auteurs ont montré que SHP2 s’associe avec le domaine intracellulaire du
GHR sur des tyrosines spécifiques en réponse a GH. De plus, SHP2 serait a son tour
phosphorylée et activée en présence ou en I’absence des adaptateurs IRS-1 et IRS-2. Elle
inhiberait ainsi la voie JAK2/STATS en réponse a GH (Kim et al., 1998). Ces observations
ont été retrouvées lors d’expériences pour lesquelles les sites de liaison de SHP2 sur le GHR
ont été mutés empéchant ainsi son recrutement et augmentant ’activation de la voie
JAK2/STATS (Stofega et al., 2000).

b) Reégulation positive de JAK/STAT via SHP2 ?

A T’inverse des études décrites ci-dessus, de nombreuses données sont plutdt en faveur
d’un effet positif de SHP2 dans I’activation de la voie JAK/STAT. Une des évidences les plus
marquées a été décrite a partir de cellules de la glande mammaire de souris délétées pour
SHP2. De manicre surprenante, les auteurs ont montré une suppression de 1’activité de
STATS dans ces cellules (Ke et al., 2006b). Ces observations suggerent que SHP2 jouerait un
role positif dans I’activation de JAK2 induite par la prolactine. Par ailleurs, des auteurs ont
montré que dans des cellules souches embryonnaires (ES) hématopoiétiques de souris
délétées pour ptpnll, I’activation de JAK2 serait abolie et par conséquent, la phosphorylation
de STATS, substrat de JAK2, serait absente dans ces cellules (Yu et al., 2003). En outre,
I’expression d’un mutant catalytiquement inactif de SHP2 a révélé une inhibition de la
phosphorylation sur STATS résultant d’un défaut de déphosphorylation de JAK2 sur sa
tyrosine inhibitrice (Berchtold et al., 1998). D’un point de vue mécanistique, des études in
vitro ont montré que SHP2 serait capable de déphosphoryler la tyrosine 1007 de JAK2,
impliquée dans son association avec SOCS1, bloquant ainsi la formation du complexe
JAK2/SOCS1 et de surcroit la dégradation de JAK2 (Tomic et al., 1999). (Ali et al., 2003).
Dans cette méme étude, les auteurs ont mis en évidence une interaction entre SHP2 et le
complexe JAK2/PRLR nécessaire a 1’activation de STATS. De plus, il a ét¢ montré que SHP2
partagerait les mémes sites de liaison pour gp130 que SOCS3, entrant donc en compétition

avec cette derniere (De Souza et al., 2002; Nicholson et al., 2000).
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Figure 20 : Multiples roles de SHP2 dans la régulation de différentes voies de signalisation.

D. Fonctions biologiques de SHP2 sur le développement : les modéles animaux

Les études réalisées in cellulo caractérisent un nombre conséquent de mécanismes ou
SHP2 joue des rdles importants, souvent différents selon le type et le contexte cellulaires,
comme nous venons de le voir. Les roles physiologiques de SHP2 proposés a partir de ces
modeles sont encore controversés et ne permettent pas de conclure sur la réelle implication de
SHP2 sur le développement. Ainsi, 'utilisation de modeles intégrés s’est avérée Etre
nécessaire pour la caractérisation des réles physiologiques de la phosphatase. Les modeles
d’invertébrés (Drosophila melanogaster, C. elegans), et de vertébrés non humains (Danio
rerio, Mus musculus, Xenopus) dans lesquels la fonction de SHP2 a été altérée, ont permis de
réaliser des avancees majeures pour comprendre les fonctions biologiques de SHP2

rejoignant, pour certaines, les études faites in cellulo.
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1. SHP2 et ses fonctions embryologiques chez les invertébrés

Differentes études ont été menées sur des souches mutantes de drosophile dans
lesquelles le gene codant pour Csw a été muté. Elles ont montré que Csw est requit pour la
transduction du signal en aval du récepteur Torso, intervenant dans I’axe antéro-postérieur de
I’embryon de drosophile (Perkins et al., 1996; Perkins et al., 1992). Les effets des mutations
gain de fonction de Torso, sont supprimés par les mutations perte de fonction, inhibitrices, de
Csw, montrant que Csw agit en aval de Torso (Johnson Hamlet and Perkins, 2001). 1l a été
également été montré que Csw agit de concert avec I’isoforme D-Raf, partenaire de la voie
Ras/MAPK pour contrdler I’expression de génes impliqués dans la formation des structures
terminales de I’embryon de drosophile (Johnson Hamlet and Perkins, 2001). De plus, le
développement normal des cellules photoréceptrices R7 nécessite 1’intervention de Csw en
aval du récepteur Sevenless (RTK). En effet, en 1’absence de Sevenless fonctionnel, la
surexpression de Csw est suffisante pour restaurer le développement de ces cellules
photoréceptrices. D’un point du vue mécanistique, Csw agirait soit en aval de Rasl soit de
concert avec Rasl et Raf pendant la détermination du devenir des photorécepteurs (Johnson
Hamlet and Perkins, 2001).

La perte de fonction de ptp-2, homologue de SHP2 chez C. elegans, par délétion du
domaine PTP résulte en des défauts de I’oogenese. En surexprimant des formes
hyperactivatrices d’effecteurs de la voie Ras/MAPK comme let-60 (orthologue de Ras),
I’0oogenése serait restaurée (Gutch et al., 1998). Comme les études faites sur des cellules
murines ou humaines, ces observations indiquent que ptp-2 agirait en amont ou en paralléle
de let-60. Ainsi chez les invertébrés D. melanogaster et C. elegans, SHP2 est un activateur

essentiel de la voie Ras/MAPK qui participe a un développement normal de ces deux espéces.

2. Impact de I’invalidation totale de SHP2 chez les vertébrés

Différentes études ont mis en évidence un réle majeur de SHP2 au cours du
développement des vertébrés, lors de I’embryogénése mais aussi lors du développement post-

embryonnaire.

L’invalidation de SHP2 dé¢s les premiers stades du développement embryonnaire cause
des défauts de la gastrulation conduisant a une 1étalité précoce de I’embryon (Saxton et al.,
1997). Ces observations permettent d’attribuer a cette protéine, un role fondamental dans cette

période prénatale (Tang et al., 1995; Yang et al., 2006). Chez le poisson zébre, 1’injection de
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morpholinos inhibant 1’expression de SHP2 au cours de I’embryogénése, engendre des
défauts séveres sur le développement de 1‘embryon. Cette inhibition causerait des défauts des
mouvements cellulaires pendant la gastrulation lors de la convergence et de 1’extension de
I’embryon (Jopling et al., 2007b).

L’invalidation de SHP2 dans des embryons de xénope par l’injection de variants
d’ARNm codant pour la forme inactive de SHP2, participerait & la formation de formes
tronquées de I’embryon. Dans cette étude, la voie Ras/MAPK est hypoactivée en réponse au

FGFp (Nutt et al., 2001).

Chez la souris Mus musculus, I’invalidation de SHP2 par épissage de I’exon 2 ou de
I’exon 3 (perte du domaine N-SH2 de la phosphatase), a des conséquences fatales sur la
survie des ces embryons. lls meurent dés les premiers stades du développement, lors de la
gastrulation, n’atteignant pas la phase implantatoire (Saxton et al., 1997). Des anomalies ont
été observées comme une mortalité des cellules au niveau de la masse interne du blastocyste,
une apoptose rapide des cellules du trophoblaste et des cellules souches (Yang et al., 2006). Il
apparait que dans les cellules trophoblastiques délétées de SHP2, la protéine adaptatrice FRS2
est constitutivement phosphorylée en réponse au FGF4, causant un défaut dans I’activation
de la voie Src/Ras/Erk. Il a été proposé que 1’absence d’activation de Erk causée par la perte
de SHP2, empéche le contrble négatif du facteur pro-apoptotique, Bim, résultant en une

apoptose massive des cellules (YYang et al., 2006).

De plus, ’utilisation d’ARN interférents dirigés contre SHP2 ou encore d’inhibiteurs
de SHP2 de petits poids moléculaires, a révélé que les cellules souches dans les trois feuillets
embryonnaires ne se différencient plus. Ceci suggére que SHP2 permettrait ainsi le maintien

de la pluripotence des cellules souches embryonnaires murines (Wu et al., 2009).

3. Impact de ’invalidation tissu-spécifique de SHP2 chez les vertébrés

Comme mentionné plus haut, I’invalidation totale de SHP2 causant une létalité
précoce des embryons de différents modeles animaux, est incompatible avec 1’étude de ses
fonctions biologiques au-dela des premiers stades du développement embryonnaire. Pour
contrecarrer cette létalité précoce, différents groupes ont généré des modeéles murins, pour
lesquels le géne ptpnll portent des sites loxP. Ces souri sont ensuite croisées avec des souris
transgéniques exprimant de fagon tissu-spécifique I’enzyme recombinase Cre. Les souris

issues de tels croisements n’expriment plus SHP2 dans le tissu ciblé, et permettent ainsi de
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caractériser la fonction biologique de SHP2 dans ce tissu. Comme nous le verrons dans la
suite de ce chapitre, les études de ces souris ont confirmé un réle essentiel de SHP2 dans le
bon fonctionnement de la transduction du signal dans de multiples tissus. Par ailleurs,
récemment des auteurs ont mis au point une invalidation totale de ptpnll de maniere
inductible dans un modéle murin adulte (Bauler et al., 2011). Ainsi, cette nouvelle stratégie a

permis d’apporter de nouvelles informations sur le role de la phosphatase a grande échelle.

a) SHP?2 et ses fonctions embryonnaires

Les cellules souches de la créte neurale constituent une population transitoire
multipotente, participant au développement de multiples organes tels que le cceur, le muscle
squelettique cranio-facial, le cartilage et 1’os, le systéme nerveux central, les cellules de la
peau, de la glande adrénale, des neurones et des cellules gliales. Ainsi, le modele murin
Wntl-Cre-SHP2 permettant d’invalider le géne codant pour SHP2 dans ces cellules, a été
utilisé afin d’apporter des ¢léments de réponse sur les roles physiologiques de SHP2 dans le

développement de I’embryon (Grossmann et al., 2009) .

Dans ce modéle animal, 1’invalidation de SHP2 conduit a une diminution du nombre
de précurseurs des cellules de Schwann. De plus, lors de la maturation de quelques cellules de
Schwann, la myélinisation est altérée. Ainsi, SHP2 intervient dans le lignage neuronal,
favorisant la formation des neurones (Grossmann et al., 2009; Nakamura et al., 2009a;
Nakamura et al., 2009c). Ce phénotype est similaire a celui fait a partir d’un modéle de souris
déficientes en Neuréguline ou Nrgl, ligand produit par les neurones favorisant la migration, la
prolifération et la différenciation des cellules précurseurs (Brinkmann et al., 2008). La
différenciation des progéniteurs en cellules de Schwann et la mise en place de la
myélinisation de ces cellules matures nécessitent I’intervention de SHP2. En effet SHP2
participe a l’activation de la voie de signalisation Nrgl/ErB qui contrdle ce processus
(Grossmann et al., 2009).

De plus, la téte, la méachoire, les oreilles et le museau de ces souris sont de tailles
réduites et les yeux sont mal positionnés par rapport aux souris controles,. Les proportions de
la face et du crane sont aberrantes avec une absence de la mandibule, des os frontaux et
nasaux (Nakamura et al., 2009a). De facon intéressante, Newbern et al. ont montré que le
choix du devenir de ces cellules de la créte neurale vers leur tissus de destination était dirigé
par ’activation de la voie Ras/Erk1/2 et que 1’absence d’activation de cette voie, conduisait

aux mémes anomalies (Newbern et al., 2008).
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b) SHP2 et ses fonctions cardiaques

Au niveau de la fonction cardiaque, 1’étude a partir de souris Wnt-1-Cre-SHP2, a
révélé que la migration des précurseurs cardiaques jusqu’a la sortie proximale du tractus
cardiaque au stade E12.5 du développement du cceur est perturbée. Les cellules de ce tissu
présentent un défaut d’activation de la voie Ras/Erk1/2 en 1’absence de SHP2. Ce défaut de
signalisation causerait des anomalies cardiaques retrouvees principalement lors de la division
des grandes artéres pulmonaire et aortique (Nakamura et al., 2009a). D’un point de vue
fonctionnel, 1’absence de SHP2 dans le muscle cardiaque (modéle murin a-MHC-Cre-SHP2)
conduit a une cardiomyopathie dilatée causée par des défauts de I’activation de la voie
RAS/Erk et une hyperactivation des petites GTPases RhoA (Kontaridis et al., 2008; Princen et
al., 2009) . Les cardiomyocytes déficients en SHP2 ne répondent pas de la méme facon au
signal extracellulaire que des cardiomyocytes issus de souris saines. En effet, les profils de
signalisation en réponse au LIF sont perturbés: les voies PI3K/AKT, RAS/ERK5 et
JAK2/STATS3 sont dérégulées dans le cceur. De plus, la perte de SHP2 dans des myoblastes
en culture cause des défauts dans la formation des myotubes, une diminution de la taille et du
nombre de myofibres, sont associés a un défaut de la voie NFAT (Fornaro et al., 2006).
Récemment, Marin et al., ont montré que SHP2 contréle la taille des cardiomyocytes en
contrélant négativement la voie FAK/Src et la signalisation via mTOR un effecteur de PI3K
(Marin et al., 2008). De plus, des sténoses aortiques ont été observées dans des souris
déficientes en EGFR et en SHP2 (Chen et al., 2000).

SHP2 a donc un role cardioprotecteur en contrélant la morphologie des cellules

cardiaques et la masse musculaire du cceur.

c) SHP?2 et ses fonctions neuronales

Le modele de souris Nestin-Cre-SHP2 a mis en évidence un double réle de SHP2
d’une part dans ’activation de la corticogenése (mise en place du cortex cérébral) et de la
neurogenese (maturation de neurones fonctionnels) et d’autre part dans I’inhibition de la
gliogenése (Gauthier et al., 2007; Hagihara et al., 2009; Ke et al., 2007). Le cerébellum de ces
souris est réduit et moins folié que ceux des souris sauvages. Les neurones GABAergiques ou
cellules de Purkinje, sont mal positionnés avec une présence ectopique des neurones en grains
externes, associée a des perturbations dans la mobilité de neurones en grains, induites par le
facteur Stromal Derived Factor-1 o, SDF-1a par ’activation du RCPG CXCR4 (Hagihara et
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al., 2009). Ainsi, lors de la différenciation neuronale, SHP2 semble avoir un double role,

positif ou négatif, au sein du tissu neuronal.

d) Ses fonctions hématopoiétiques et immunitaires

L’hématopoieése est maintenue par un faible nombre de cellules souches
hématopoiétiques multipotentes ayant la capacité de s’auto-renouveler au-dela de la période
embryonnaire. Ces cellules sont a 1’origine de progéniteurs de différentes lignées
hématopoiétiques conduisant aux cellules matures du sang. La signalisation via des cytokines
et facteurs de croissance est importante dans la production, la différenciation et la migration
de ces cellules souches et progéniteurs (Orkin and Zon, 2008; Zhang and Lodish, 2008). Chan
et al., ont décrit le rdle de SHP2 dans la survie des ces deux types de cellules dans des souris
adultes. L’utilisation du modele murin Mx1-Cre-SHP2 a mis en évidence une diminution
drastique et rapide du nombre de cellules souches hématopoiétiques, des progéniteurs
lymphoides et érythroides chez ces souris. De plus, la surexpression d’un mutant
hyperactivateur de la voie Ras/MAPK, K-RAS-G12D, contrecarre au moins en partie 1’effet
de la perte de SHP2 dans ces cellules. Ainsi, SHP2 est une protéine essentielle dans la survie
des cellules souches et des progéniteurs hématopoiétiques a 1’age adulte controlée par la voie
Ras/MAPK. SHP2 interviendrait également dans le contr6le du pool des progéniteurs

myeéloides retrouveés dans le foie en période prénatale (Chan et al., 2011)

Le modéle murin Lck-cre-SHP2, a permis de mettre en évidence un rdle dans le
développement normal des thymocytes au niveau du thymus de ces souris. En effet, les
auteurs observent dans ce modele, qu’une perte de SHP2 conduit a I’inactivation de la voie
Ras/MAPK supprimant I’expansion clonale des lymphocytes T CD4+. SHP2 contrdlerait la
différenciation et la prolifération des cellules T par le pre-TCR par la régulation de la voie
Ras/MAPK fonctionnelle (Alberola-1la et al., 1995; Swat et al., 1996).

e) Ses fonctions métaboliques

L’invalidation de SHP2 dans les cellules neuronales (CRE3/SHP2) ou plus
spécifiguement dans les neurones post-mitotiques du prosencéphale (CaMKII-Cre-SHP2)
conduit a une obésité précoce. En effet, dans le cerveau adulte, SHP2 participe au contrdle du
métabolisme et de 1’équilibre de la balance énergétique. Il a été montré que ces souris sont
diabétiques avec des taux circulants de glucose, de triglycérides, de leptine et d’insuline
anormalement élevés. Les auteurs ont suggéré que ces animaux présentaient une résistance a

la leptine. Ils ont montré que la signalisation induite par cette hormone était altérée dans
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I’hyptohalamus de ces souris mutantes, avec une diminution de I’activation de ERK2 et une
activation modérée de STAT3 (Krajewska et al., 2008; Zhang et al., 2004b). Ce phénotype est
similaire a celui observé dans des souris ou le récepteur a la leptine n’est plus capable de
recruter STAT3 ou encore dans des souris Nestin-Cre invalidées pour le géne codant pour
STATS3 (Bates et al., 2003; Gao et al., 2004).

L’invalidation de SHP2 dans le pancréas des souris Pdx1-Cre-SHP2 a mis en évidence
une production d’insuline anormalement faible par le pancréas de ces souris et une intolérance
au glucose (Zhang et al., 2009). Les voies de signalisation induites par le glucose dans le
pancréas, PI3K/AKkt et Ras/Erk1/2, sont altérees. Ces observations suggerent que SHP2 joue
un role positif dans la synthése d’insuline des cellules pancréatiques. De plus, en présence de
SHP2, I’activation d’Akt et de Erk1/2 permet d’inhiber FoxOl1, un régulateur négatif de
I’expression des génes de 1’insuline, et de favoriser Pdx1 et d’autres facteurs de transcription
nécessaires a 1’expression de ces génes, respectivement. Il est a noter que ce modéle ne
présente pas non plus de perturbation de son homéostasie lipidique. Cependant, Uehara et al.,
ont montré que la perte d’expression de SHP2 dans des cellules 3T3-L1 bloque leur
différenciation adipocytaire (Uehara et al., 2007). Par contre, au niveau du tissu adipeux,
I’utilisation de mod¢ele Adipoq-Cre-SHP2, ne montre pas d’évidence d’un role de SHP2 dans
I’homéostasie du glucose (Bettaieb et al., 2011). De plus, dans un modéle murin, Alb-Cre-
SHP2, ou SHP2 est délété dans le foie, Matsuo et al. attribuent un réle de régulateur positif a
SHP2 dans la sensibilit¢ a I’insuline, en augmentant I’activation de la voie PI3K/AKT
(Matsuo et al., 2010) .Tres récemment, un réle de SHP2 dans le développement et la fonction

du rein a également été mis en évidence (Willecke et al., 2011).

f) SHP2 et ses fonction hépatiques

A la suite de blessure du foie, les hépatocytes sont capables de se régénérer en activant
des programmes génétiques spécifiques pour déclencher leur prolifération. Feng et al. en
générant le modeéle murin Alb-Cre-SHP2 ont montré la participation de SHP2 dans
I’activation de ces programmes génétiques. En effet, lors de la régénération du foie, SHP2 est
recrutée et activée en aval de Gabl. Sa délétion dans le foie a pour conséguences une
diminution de ’activation des cibles de prolifération cellulaire telles que la cycline A, E et Bl
associee a une diminution de I’activation de la voie Ras/ERK (Bard-Chapeau et al., 2005;

Bard-Chapeau et al., 2006). Récemment, cette méme équipe a montré un rdle pour SHP2 de
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suppresseur de tumeur dans la carcinogenese hépatocellulaire en contrélant négativement la
voie JAK2/STAT3 dans le foie (Bard-Chapeau et al., 2011).

g) Role de SHP2 dans I’homéostasie osseuse

Récemment, I’invalidation de SHP2 induite au stade adulte dans différents tissus a été

mis au point chez la souris. Outre des défauts d’hématopoiése et une 1étalité augmentée, ces

souris présentent des anomalies squelettiques séveres, associées a des altérations du cartilage

et a I’absence marquée d’ostéoclastes dans les os. Ces défauts sont vraisemblablement en lien

avec une dérégulation de la voie PI3K (Bauler et al., 2011).

Modeles murins

Tissus cibles

Phénotypes

Roles tissulaires de SHP2

Wntl-Cre-SHP2

Cellules souches
de la créte neurale

Diminution du nombre de précurseurs des cellules de
Schwann

Myélinisation altérée des cellules de Schwann
Tailles de la téte, machoire, oreilles et museau réduites
Position anormale des yeux

Proportions aberrantes de la face et du crane
Absence des os de la mandibule, frontaux et nasaux
Migration des précurseurs cardiaques perturbée
Division anormale des grandes arteres pulmonaire et
cardiaque

Cardiopathie dilatée

Réle cardioprotecteur :
Contrble de la masse musculaire du
ceeur et de la morphologie des cellules
cardiaques

a-MHC-Cre-SHP2
Mck-Cre-SHP2

Muscles cardiaque
et squelettique

Cardiopathie dilatée

Rodle cardioprotecteur

Cérébellum peu folié
Positionnement anormal des neurones GABAergiques

Activation de la corticogenése et de la

Nestin-Cre-SHP2 Neurones Présence ectopique des neurones en grains externes NEUrogenese, |nh‘|b|t|on de la
S ; S gliogenése
Mobilité des neurones en grains altérée
Lck-Cre-SHP?2 Thymus Suppression de I’expansion clonale des lymphocytes T Controle de la différenciation et de la

CD4+

prolifération des lymphocytes T.

CaMKII-Cre-SHP2

Neurones (cortex
cérébral) et
hypothalamus

Obésité précoce

Souris diabétiques

Taux élevés de glucose triglycérides, leptine et insuline
Résistance a la leptine

Contrdle de la prise de poids,
régulation des taux du glucose, TG,
leptine et insuline

Anomalie de la production d’insuline

Contrdle la production d’insuline, role

Pdx-1-Cre-SHP2 Pancréas Intolérance au glucose positif dans la réponse au glucose
Participation a la régénération du foie
Alb-Cre-SHP2 Foie Augmentation de la sensibilité a I’insuline par prolifération des hépatocytes

Régulateur négatif de la signalisation
a I’insuline dans le foie

Mx1-Cre-SHP2

Cellules souches
hématopoiétiques

Diminution drastique du nombre de cellules souches
hématopoiétiques (progéniteurs lymphoides et
érythroides)

Survie des cellules hématopoiétiques
Controle du nombre de progéniteurs
myéloides

Adipog-Cre-SHP2

Tissus adipeux

Aucune anomalie n’a été détectée

Aucun rdle attribué

Retard et anomalies dans la morphogeneése et le
remodelage pendant la gestation et I’allaitement

Glandes Développement incomplet des structures lobulo- Role positif dans la mammopoiese et
MMTV-Cre-SHP2 mammaires alvéolaires la lactogenése
Diminution du nombre de cellules luminales pendant la
I’allaitement.
Mortalité dans les 24h post-natal. Rodle positif dans la néphrogenése
Hoxb7-Cre-SHP2 Rein Reins rudimentaires : absence de cortex et de médulla, Prolifération des cellules « Tip » des

diminution du nombre de tubules et glomérules

bourgeons urétéraux

Tableau 6 : Principaux modéles murins d’invalidation de SHP2 tissu spécifique.
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Les mutations germinales de PTPN11 sont toutes de type faux sens et sont
majoritairement représentées dans le SN et le SL (Tartaglia et al., 2001b) (Musante et al.,
2003; Tartaglia et al., 2003; Zenker et al., 2004). Des mutations activatrices sporadiques de
SHP2 sont également retrouvées dans différents cancers, un aspect qui ne sera pas développé
dans ce manuscrit mais pour lequel le lecteur est invité a se référer a differentes revues
récentes (Chan et al., 2008; Grossmann et al., 2010).

Des études biochimiques et fonctionnelles ont permis d’identifier la distribution et les
conséquences biologiques des mutations SN et SL. Ainsi, I’identification précise de ces
mutations a montré qu’clles ne semblent pas étre distribuées au hasard dans le géne et que
toutes perturbent la fonction de SHP2 par des mécanismes distincts (Keilhack et al., 2005b;
Martinelli et al., 2008; Tartaglia et al., 2001b).

Il. ROles physiopathologiques des mutations de SHP2 dans le SN et le SL

A. Conséquences des mutations SN et SL sur la structure et la fonction de SHP2

1. Structure et fonction des mutants SN de SHP2

Plus de 40 mutations associees au SN ont été répertoriées sur le géne de PTPN11, et
sont localisés sur environ 30 résidus différents. Les résidus les plus fréquemment mutés sont
des résidus essentiels responsables directement ou indirectement de I’interaction entre les
domaines N-SH2 et PTP. Ce déséquilibre causerait des anomalies de la fonction de la
phosphatase (Figure 21)

a) Perturbation directe de /’interaction intramoléculaire de SHP2

Les mutations les plus fréquentes sont localisées dans le domaine N-SH2 de SHP2. Il a
été montré que ces mutations perturbent 1’interaction intramoléculaire de la phosphatase en
empéchant le domaine N-SH2 d’interagir avec le domaine PTP. Ainsi, SHP2 ne peut pas
retourner dans un état inactif. Ce défaut d’interaction conduit a une déstabilisation de son
activité enzymatique, résultant en une activité constitutive de la phosphatase (Darian et al.,
2011). Bien que les mutations du domaine N-SH2 modifient I’interaction intramoléculaire de
SHP2, elles ne modifient pas celle des domaines SH2 avec des phosphotyrosines de protéines
(récepteur ou adaptateur) lors du recrutement de la phosphatase. Aussi, une étude a montré
que I’expression de formes hyperactives de SHP2 mutées sur leur domaine N-SH2 (D61A et

E76A) dans des bactéries, ne perturbent pas la liaison du domaine N-SH2 avec ses

103



Chapitre 111 : Rdle physiologiques de SHP2 et conséquences physiopathologiques de ses
mutations

phosphotyrosines cibles (O'Reilly et al., 2000). Des dosages de 1’activit¢é de mutants SN
réalisés in vitro montrent une activité augmentée comparée a ’activité de sa forme sauvage.
Par exemple, a 1’état basal, les mutants D61G ou N308D (mutation représentant 40% des
patients SN) de SHP2, ont une activité 10 fois et 3 fois plus élevée que la forme sauvage,
respectivement. Aprés stimulation réalisée a 1’aide de phosphotyrosines synthétiques
I’activité, des mutants D61G et N308D devient 6 fois et 2 fois plus forte que la forme sauvage

active, respectivement (Keilhack et al., 2005b).

Il est a noter que I’hyperactivité du mutant D61G est suggestive d’une capacité a
promouvoir des LMMJ. En effet, certaines mutations sporadiques du domaine N-SH2 de
SHP2 sont aussi a ’origine de 1’apparition de LMMJ, des désordres myéloprolifératifs
générant une expansion clonale et massive des cellules myéloides. Ces mutations faux sens,
sont retrouvées dans environ 37% des LMMJ décrites. Dans cette pathologie, les résidus de
SHP?2 les plus fréquemment affectés sont les résidus D61 et E76, que I’on retrouve également
mutés dans le SN, comme nous venons de le voir. Cependant, le changement d’acide aminé
est différent dans les LMMJ. De maniere intéressante, les mutants D61Y et E76K retrouvés
dans les LMMJ ont des activités plus élevées que les mutants SN D61G et E76D. Cette
différence d’activité de SHP2 pourrait expliquer les différences de sévérité entre les tumeurs
observées chez les patients SN et celles retrouvées chez les patients atteints de LMMJ,
notamment pour les mutations du résidu D61. A ce jour la mutation E76D ne causerait pas de
LMMJ (Bastida et al., 2011; Keilhack et al., 2005b).

b) Perturbation de la flexibilité du domaine N-SH2

D’autres mutations ont été décrites, situées a distance de cette surface d’interaction,
notamment au niveau des résidus Aspl06 et Glu110. Ces résidus permettent la connexion
entre les domaines N- et C-SH2 nécessaire a la flexibilité du domaine N-SH2. Cette flexibilité
est indispensable pour la réalisation du switch moléculaire précédemment décrit. Il a été
montré que des mutations de ces résidus perturbent cette flexibilité et conduisent a un défaut

d’interaction du domaine N-SH2 avec le domaine PTP (Kosaki et al., 2002).

c) Augmentation de [’affinité avec les phosphotyrosines

D’autres mutations peuvent étre responsables de 1’hyperactivation de SHP2 en dehors
des zones d’interaction intramoléculaire. En effet, il a ét¢ montré que des mutations des
résidus Thr42 du domaine N-SH2 et Glu139 du domaine C-SH2, résidus intervenant dans la
liaison des domaines SH2 aux phosphotyrosines de ses partenaires protéiques, sont
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responsables d’une augmentation de 1’affinite de liaison de SHP2 avec ces tyrosines
phosphorylées, privilégiant ainsi une conformation ouverte de la phosphatase (Huyer and
Ramachandran, 1998; Lee et al., 1994).

Ainsi, quelle que soit la localisation de la mutation SN sur SHP2, I’enzyme est
bloquée dans une conformation « ouverte » résultant en un acces constitutif des substrats et
une activité constitutive de I’enzyme. SHP2 SN est ainsi hyperactive a la fois a 1’état basal et
a I’état stimulé, mais avec une activité variable selon le type de la mutation qu’elle porte.
Comme nous le verrons un peu plus loin, ce gain de fonction, causé par les mutations SN de
SHP2, a de profonds effets sur la signalisation cellulaire résultant en des anomalies du

développement, qui pourraient expliquer celles retrouvées dans le SN (Figure 21).

2. Structure et fonction des mutants SL de SHP2

Contrairement au SN, les mutations de PTPN11 retrouvées dans le SL sont toutes
localisées dans le domaine catalytique de SHP2. Bien que des mutations SN soient localisées
aussi dans le domaine PTP, les mutations SL ne concernent pas les mémes résidus. En effet,
elles affectent les résidus localisés a proximité ou dans le site actif de la phosphatase, dans des
régions trés conservées de la superfamille des PTP. Ces résidus sont cruciaux pour ’activité
catalytique de I’enzyme et sont principalement présents dans les boucles PTP (résidu T468),
et p-Tyr (résidu Y279). Des études biochimiques ont montré que les mutants SL conférent a
SHP2 une forte diminution de sa capacité a déphosphoryler un substrat phosphotyrosine
(mutant T468M et Y279C) voire une inhibition totale (mutants C459G et Q510P) in vitro.
Ces résultats suggérent donc que les mutations SL sont a 1’origine d’une perte de fonction de
la protéine (Hanna et al., 2006a; Stewart et al., 2010) (Figure 21).
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TaoA Mutations SN
N58D,H,K
G60A)V,C
D61G,N,del
Y62D,N
Y63C
E690 Q256R
E711 L G268C,S
! 1282V R501K
AT72G,S
731 F285C,L,S S502A,T,L
E76D N308D,S G503R
Q79R P D106A E139D,N 1309V  A461S M504V
E111A f/ L560F
N-term -SH2 C-SH2 PTP d C-term
R498L,W
A461T o
Y279C,S GaaA Q506P
T468M Q510E,P,R,H
Mutations SL

Figure 21 : Distribution des résidus mutés de SHP2 dans les syndromes de Noonan et L.E.O.P.A.R.D.
Les substitutions les plus fréquentes sont indiquées en rouge. Del indique une délétion de 1’acide aminé.

B. Conséquences fonctionnelles des mutations Noonan de SHP2 dans la

signalisation et le développement

Les mutations de SHP2 causent le plus souvent des dérégulations de la voie
Ras/MAPK. En effet, les premieres études réalisées a partir de cellules COS-7 exprimant un
mutant SN de SHP2 (N308D) ont mis en évidence une activation prolongée de la voie
Ras/Erk1/2 en réponse a I’EGF, augmentant la prolifération cellulaire. Ce maintien
d’activation serait médié par une association prolongée entre Gabl et le mutant de SHP2,
mais les mécanismes précis de cette activation ne sont pas encore bien compris (Fragale et al.,
2004b; Tartaglia et al., 2003). In vivo, I’expression du mutant hyperactif Q79R dans les tissus
endocardiques, provoque une augmentation de l’activation de la voie Ras/Erk1/2 dans ce
tissu, ce qui conduit a des défauts du développement du systeme cardiaque (hon compaction
du ventricule et défaut du septum ventriculaire). De plus, ces anomalies ne sont plus
observées lorsque ces souris sont croisées avec des mutant délétés de Erk, afin d’atténuer
I’hyperactivation de la voie Ras/Erk1/2 (Krenz et al., 2008b; Nakamura et al., 2007a). Dans
ces modeles animaux, ’activation des autres voies de signalisation (p38, JNK et Erk5

MAPKSs, PI3K/Akt, JAK/STAT ou RhoA) reste inchangée.

La dérégulation de I’activité de la voie Ras/MAPK due aux mutations de PTPN11 est
probablement 1’une des principales causes des dysfonctionnements du développement chez

ces patients SN. En effet, comme nous 1’avons vu dans le chapitre 11, d’autres génes causant
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un SN sont également impliqués dans la voie Ras/MAPK et conduisent aussi a une
hyperactivation de cette voie.

L’¢lucidation de la pathogenese du SN, en particulier en ce qui concerne les anomalies

de développement, a été permise en grande partie par des modeles animaux.

1. Le modéle drosophile

Des premieres études ont éte réalisées a partir de drosophiles transgénigques exprimant
la mutation correspondant a la forme N308D de SHP2 soit sur un allele soit sur les deux. La
mutation présente sur les deux alleles Csw (ptpnl1l chez la drosophile) est responsable d’une
létalité précoce au stade embryonnaire alors que 1’expression d’un seul allele muté est viable
et entraine une formation ectopique des veines des ailes, phénotype ressemblant a celles
observées avec les mutations gain de fonction de ’EGFR (Baker and Rubin, 1992; Oishi et
al., 2006). 11 est a noter que I’activation de Ras est nécessaire mais pas suffisante pour
I’expression de ces phénotypes. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que cette mutation aurait
des conséquences a différents niveaux de la voie Ras/MAPK mais aussi des autres voies de
signalisation comme JAK/STAT, Notch ou encore Decaptentaplegic (1’orthologue de bone
morphogenetic protein, BMP) (Oishi et al., 2006) .

2. Le modele poisson zébre

Des premiceres études sur I’embryon de poisson zebre ont été réalisées pour étudier
I’impact des mutations SN dans les premiers stades du développement de I’embryon. Dans
cette étude les auteurs ont montré qu’apres injection d’ARNm codant des formes SN de SHP2
dans ces embryons, des anomalies cranio-faciales se mettent en place, le cartilage n’est
retrouvé qu’en position postérieure des anomalies de la gastrulation sont aussi observées.
Cependant, les anomalies de la gastrulation ne montrent pas, de maniére évidente, qu’elles

seraient la cause de ces différentes anomalies (Jopling et al., 2007b).

3. Les modeéles murins

Le premier modele murin SN, pour lequel la mutation gain de fonction D61G a été
insérée par recombinaison homologue du gene ptpnll dans des cellules souches
embryonnaires, a été decrit par Araki et al., (Araki et al., 2004b). Ainsi, les souris obtenues

1D61G/+

portent la mutation soit sur un alléle, souris hétérozygotes ptpnl soit sur les deux,

souris homozygotes ptpn11P6¢/PeC,
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Les souris ptpn11P61e/P6G

ont un arrét du développement précoce au stade
embryonnaire E13.5. Les auteurs ont décrits les embryons comme cedémateux et
hémorragiques avec une nécrose hépatique diffuse. De plus, ils ont observé des malformations
cardiaques séveres avec des défauts du septum ventriculaire et des anomalies d’¢jection au
niveau du ventricule droit. lls ont observé un élargissement de la valve atrio-ventriculaire

primordiale, des voies d’éjection, et un myocarde plus épais par rapport aux souris saines.

D61G/+
1

Les souris ptpnl sont viables et présentent des malformations cardiaques comme

des hyperplasies des valves, des défauts du septum (CIA, CIV, CAV) et des anomalies de la
voie d’¢éjection, le myocarde est globalement normal. Les auteurs ont mis en évidence que la

1P meurent

pénétrance de ces anomalies est variable et que la moitié des embryons ptpnl
a cause de malformations cardiaques séveéres. Les autres embryons présentent des
hyperplasies valvulaires modérées au cours du développement embryonnaire avec parfois une
résolution spontanée. Les auteurs ont également montré, par une analyse des tissus
endocardiques de ces embryons de souris, une prolifération augmentée et une apoptose

diminuée. Les souris ptpn11°¢¢*

3éme

ont des tailles plus petites que les souris sauvages des la
semaine de vie, et cette différence est conservée jusqu’a la taille adulte finale sans que les
taux sérique d’IGF-1 ne soient changés. Cependant, dans cette étude, les mesures d’IGF-I ont
été faites sur des souris adultes. De plus d’autres anomalies ont été observées comme un

syndrome myéloprolifératif modéré.

Au niveau moléculaire, les souris ptpn11°%"* présentent une hyperactivation de la
voie Ras/Erk1/2 au niveau des zones ou un développement anormal s’installe. C’est le cas au
niveau de la face, des bourgeons et des tissus endocardiques. Grace a ce premier modeéle de
souris SN, les auteurs ont pu reproduire la plupart des signes phénotypiques retrouveés chez les
patients. lls ont également observé une dérégulation de la voie Rass/MAPK qui pourraient
expliquer les diverses anomalies du développement que sont la dysmorphie faciale, la petite

taille et les anomalies cardiaques principalement (Araki et al., 2004b).

L’hyperactivation de cette voie a également été retrouvée dans d’autres modeles
murins transgéniques ou des mutations SN ont été exprimées dans différents tissus. Ainsi,
I’expression de la mutation Q79R dans des cellules de la créte neurale d’'un modéle murin,
conduit a une hyperactivation de la voie Ras/MAPK a I’origine d’anomalies cranio-faciales
conduisant a des défauts des os de la face et du squelette. Ces diverses anomalies reproduisent

la dysmorphie faciale observée chez les patients SN. De fagon intéressante, ces anomalies ne
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se développent pas lorsque ces souris sont croisées avec des souris déficientes en Erk1/2,
rétablissant un niveau normal d’activité de la voie Ras/Erk1/2 (Nakamura et al., 2007a). De
plus, D’expression du mutant Q79R dans les cardiomyocytes a différents stades du
développement (in utero et en post-natal) conduit a des anomalies différentes. In utero, les
cceurs de ces embryons présentent des malformations cardiaques comme des défauts du
septum ventriculaire ou des anomalies de la voie d’éjection, comparables a celles observées

chez les souris ptpn11P®c”

, alors que I’expression postnatale de la mutation n’entraine
aucune modification visible (Nakamura et al., 2007a; Nakamura et al., 2009c). De plus, la
surexpression du mutant Q79R dans des tissus endocardiques en développement entraine une
mortalité embryonnaire a E14.5 avec des embryons présentant un élargissement des tissus
endocardiques au niveau du canal atrio-ventriculaire et des voies d’éjection, ce qui pourrait

expliquer le développement anormal des valves (Krenz et al., 2008b).

D’autres approches ont été développées récemment, par I’expression inductible de la
mutation SN. Il a été montré que les malformations cardiaques seraient secondaires a
I’expression des mutants de SHP2 dans les tissus endocardiques (et non les tissus
myocardiques ou de la créte neurale) alors que les anomalies faciales seraient causées par
I’expression de ces mutants dans les cellules de la créte neurale. De plus, I’importance des

malformations est modifiée par le fond géenétique (Araki et al., 2009b).

C. Conséquences fonctionnelles des mutations L.E.O.P.A.R.D. de SHP2 dans la
signalisation et le développement
Contrairement aux mutations SN de SHP2, il existe peu de données a ce jour sur les
conséquences fonctionnelles des mutations SL au niveau cellulaire, tissulaire ou du
développement. Néanmoins, quelques modéles d’invertébrés et trés récemment un premier
modele de souris ont été générés reproduisant certains signes phénotypiques retrouvés chez
les patients SL. Ces « outils » ont permis d’apporter de nouvelles informations sur les causes

de I’apparition des anomalies développeées par les patients SL.

Contrairement a tous les mutants SN testés ayant des mutations gain de fonction de
SHP2 et agissant principalement voire exclusivement pour favoriser 1’activation de la voie
Ras/MAPK, les mutants SL a I’inverse, sont catalytiquement inactifs et agiraient comme des
dominants négatifs, sur 1’activation de Erk (Kontaridis et al., 2006). Cependant, 1’effet
dominant négatif des SL sur la voie RassMAPK est encore trés controversé selon le modéle

utilisé.
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1. Les modeles animaux
a) Le poisson zébre

Comme pour les mutations SN, dans le modele de poisson zebre, des injections
d’ARNm portant des mutations SL (A462T et G465A) ont été faites et montrent des
anomalies craniales, faciales et cardiaques similaires au phénotype des patients, avec
notamment des défauts de la gastrulation. D’un point de vue fonctionnel, les auteurs montrent
un effet dominant négatif des mutants SL sur la voie Ras/sMAPK (Jopling et al., 2007b).
Cependant, il a été montré que dans des souches de drosophile exprimant la mutation
hétérozygote Y279C, une hyperactivation de la voie RassMAPK serait responsable d’une
formation ectopique des veines des ailes. Contrairement aux études précédentes, ces données
suggerent que le mutant SL, Y279C, chez la drosophile aurait un effet dominant positif sur la
voie Ras/MAPK (Oishi et al., 2009).

b) Le modele murin

1Y279C/+

Un premier modele de souris SL portant la mutation Y279C (ptpnl ) a été

généré récemment reproduisant la plupart des signes de la maladie. En effet dans cette étude

1Y?7%C* est normale a la

les auteurs ont montré que la taille du cceur des souris ptpnl
naissance, mais que leur cceur devient progressivement plus large que celui des souris
sauvages, avec un ¢épaississement de la paroi ventriculaire gauche et du septum. Les cceurs de
ces souris sont significativement différents (poids et taille augmentés) des souris sauvages a
I’age adulte avec une augmentation des marqueurs de I’hypertrophie cardiaque. De plus, des
cellules inflammatoires s’accumulent dans les espaces interstitiels. Toutes ces observations
suggeérent la mise en place d’une hypertrophie cardiaque chez les souris ptpn11Y279C/ * (Marin
et al., 2011). De la méme facon, une étude utilisant des cellules pluripotentes induites (IPSC)
dérivées de cellules de patient SL, a montré que suite a la différenciation de ces cellules en
cardiomyocytes, ces derniers ont une taille plus grande et une réorganisation des sarcomeres,
suggérant un remodelage cardiaque par rapport aux cellules contréles (Carvajal-Vergara et al.,
2010). Outre les anomalies cardiaques, une Iétalité massive des souris ptpn11"2"°“* vers la
52°™ semaine de vie est observée. La raison précise de cette mortalité n’est pas connue mais
pourraient étre causée par l’aggravation des cardiopathies. Les souris p'[pﬂllemC/+ ont
également des os fémoraux et tibiaux plus courts que les souris sauvages, et un retard de la
croissance s’installe des la deuxieéme semaine de vie. De plus, des anomalies faciales ont été

observées.
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D’un point de vue fonctionnel, les auteurs ont recherché des anomalies au niveau des
voies de signalisation normalement régulées par SHP2. Précédemment, ce méme groupe et
d’autres décrivaient un effet dominant négatif des mutations SL sur la voie Ras/MAPK in
vitro (Kontaridis et al., 2006; Tartaglia et al., 2006a). In vivo, les auteurs ont montré a partir
de cardiomyocytes isolés des souris SL, une augmentation de 1’association entre SHP2 SL et
I’adaptateur IRS-1 a 1’état basal ou en réponse a I’IGF-I comparée aux cardiomyocytes des
souris controles, et une diminution de la voie Ras/Erk1/2 en réponse a I’insuline a partir de
lysats de ceeurs isolés chez les souris SL. De plus, cette diminution d’activation de Erk1/2 est
retrouvée en aval d’autres agonistes (IGF-1, EGF et angiotensine 11) dans des cardiomyocytes
isolés (Marin et al., 2011). Bien qu’une hyperactivation de la voie Ras/MAPK chez le SN
muté sur Rafl serait a I’origine d’une hypertrophie cardiaque (Wu et al., 2011), les mutants de
SHP2 SL, notamment la mutation Y279C, contribuerait plutdt a une diminution de cette voie
conduisant au méme phénotype. Ces observations pourraient &tre expliquées par 1’effet
activateur des mutations SL sur la voie PI3K/Akt comme nous le verrons dans le paragraphe
ci-dessous (voir annexe 2) (Edouard et al., 2010; Marin et al., 2011).

2. Le SL : une « PI3Kpathie » ?

Outre les effets, parfois controversés, des mutations de type SL sur I’activation de la
voie Ras/MAPK, plusieurs études ont montré que ces mutants induisaient une hyperactivation
de la voie PI3K/AKkt.

Ainsi, une premiére étude menéee au laboratoire a montré que des mutants SL de
SHP2, surexprimés dans des cellules, seraient incapables de déphosphoryler les sites de
liaison de PI3K sur Gabl, résultant en une augmentation de ’association de PI3K avec
I’adaptateur Gabl, et une augmentation de 1’activation de la vie PI3K/Akt sous stimulation
par ’EGF (Hanna et al., 2006a). De plus, nous savons pu montrer une hyperactivation des
cibles de PI3K, Akt et GSK3p, dans des fibroblastes de patients SL portant les mutations
codant les formes T468M et Y279C de SHP2. De facon intéressante, cet effet est corrélé a
une augmentation des marqueurs de I’hypertrophie dans les fibroblastes de patients, qui peut
étre bloquée par un inhibiteur de PI3K. De plus, I’injection d’adénovirus codant pour des
formes SL dans des embryons de poulet, conduit & une augmentation de la taille de leur cceur
comparee aux embryons sauvages, un phénotype également bloque par des inhibiteurs de
PI3K. Ces données suggerent que I’hyperactivation de la voie PI3K/AKT/GSK3p pourrait

conduire a ’HCM caractéristique du SL (voir annexe 1) (Edouard et al., 2010). En accord
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avec cette hypothese, des cardiomyocytes isolés des cceurs de ces souris ptpn11Y27ocH
présentent une hyperactivation d’Akt et de sa cible en aval, mTOR. De fagon importante,
I’utilisation d’un inhibiteur spécifique de la voie PI3K/Akt/mTOR, la rapamycine, conduit a
une amélioration de la taille de la cavité du ventricule gauche et a une diminution des
marqueurs hypertrophiques, suggérant que ce traitement contrecarre I’ HCM observée dans ces

souris (Edouard et al., 2010; Marin et al., 2011).

I11. Conclusion

La protéine SHP2 s’avére étre un regulateur crucial de multiples voies de
signalisation, notamment de la voie Ras/MAPK, dont la fine coordination est nécessaire au
développement et a 1’homéostasie des organismes. Ceci est notamment illustré par les
phénotypes multiples résultant de la perte de fonction de SHP2, mais surtout par le fait que
des mutations perturbant le niveau d’activation de SHP2 puissent donner lieu aux syndromes
polymalformatifs SN et SL. Des premiéres études ont révélé que la dérégulation de la voie
Ras/MAPK par ces mutations pouvait étre responsable de certains des symptdémes associés a
ces pathologies, comme dans le cas des autres NCFC. Toutefois, la dérégulation d’autres
voies de signalisation normalement régulées par SHP2 pourrait également étre mise en jeu.
De plus, I’ontologie d’autres traits phénotypiques majeurs du SN, comme le retard statural,
reste méconnue a ce jour. Comprendre les mécanismes responsables du retard de croissance
dans le SN a fait I’objet de ce travail de thése, présenté dans la partic « Résultats

expérimentaux » de ce manuscrit.
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Résultats expérimentaux

« Etude des mécanismes responsables du retard statural dans le syndrome de
Noonan : Analyse du réle physiologique de SHP2 dans la signalisation du récepteur
a I’'hormone de croissance (R-GH) et des conséquences physiopathologiques des

mutations de SHPZ2 dans le développement d’une résistance a GH ».

I. Introduction

Comme nous I’avons décrit dans I’introduction bibliographique, le syndrome de
Noonan (SN) est une maladie génétique relativement fréquente appartenant a la famille des
« RASopathies », qui se caractérise par une dysmorphie faciale, des cardiopathies et un retard
statural (Tartaglia et al., 2011). L’origine de ce retard de croissance, bien que concernant 80%
des patients, reste largement incompris. Les données hormonales recueillies jusqu’alors
suggeérent que les patients atteints de SN présentent une résistance partielle a I’hormone de
croissance (Growth Hormone, GH) ce qui a justifié la mise en place d’un traitement par GH
recombinante humaine dont ’efficacité reste a ce jour débattue (Binder, 2009). Il apparait
donc essentiel de mieux comprendre 1’origine du retard statural dans le SN et les mécanismes
sous-jacents a son développement, en vue de développer des stratégies thérapeutiques mieux
ciblées.

Dans la moitié des cas, le SN est di a des mutations du géne codant pour la tyrosine
phosphatase SHP2, une protéine ubiquitaire qui régule différentes voies de signalisation
mobilisées en aval de nombreux récepteurs a activité tyrosines kinases intrinséque ou associé
(récepteurs aux facteurs de croissance, hormones, cytokines...). La fonction de SHP2 la
mieux documentée a ce jour est son role positif dans I’activation de la voie Ras/Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK), mais elle intervient également dans la régulation des
Posphoinositides 3 Kinases, des kinases Src ou du module JAK/STAT. En conséquence de
ces multiples rdles, il est largement etabli que SHP2 joue un ro6le essentiel dans le
développement, la fonction et le maintien de I’homéostasie de multiples tissus et organes

(Neel et al., 2003b).

Differentes études biochimiques ont révélé que les mutations de SHP2 responsables du
SN sont de nature gain-de fonction, activatrice, notamment par libération des contraintes auto-

inhibitrices qui maintiennent SHP2 dans une forme inactive en I’absence de stimulation. Il a
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été montré que I’expression de ces mutants dans divers mode¢les induisait une hyperactivation
de la voie Ras/MAPK. Toutefois, a I’initiation de ce travail, le lien entre les conséquences des
mutations SN de SHP2 sur ces fonctions et le développement des différents traits

phénotypiques de la maladie n’étaient pas connus.

Mon laboratoire de thése ayant acquis une certaine expertise dans 1’étude des fonctions
de SHP2 et dans I’analyse fonctionnelle de ses mutations, mon projet de thése s’est centré sur
la compréhension de ’origine du retard statural dans le SN. Or, comme évoqué plus haut, les
données cliniques rapportaient des taux sériques de GH normaux voire élevés associés a des
taux bas d’Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1), le médiateur biologique de GH pour ses
effets trophiques. Ce profil hormonal étant évocateur d’une résistance a GH et le récepteur a
GH (GH-R) n’étant pas muté chez les patients SN, ces observations suggéraient 1’existence
d’une résistance post-récepteur & GH. Bien qu’il ait été montré que SHP2 était mobilisé en
aval du GH-R, son réle physiologique précis dans la signalisation en aval du GH-R et dans la
réponse a GH restait mal compris. Nous avons donc développé différents outils moléculaires,
cellulaires et animaux pour d’une part comprendre le role de SHP2 dans la réponse a GH, et
d’autre part explorer les conséquences physiopathologiques des mutations SN de SHP2 sur
cette réponse biologique. Les résultats de cette étude sont présentés dans ’article qui suit,

récemment soumis dans PNAS.

Il. Résultats

Noonan syndrome causing-SHP2 mutants inhibit IGF-I release via GH-induced

ERKZ1/2 hyper-activation, which contributes to short stature.

Audrey De Rocca Serra-Nédélec, Thomas Edouard, Karine Tréguer, Myléne Tajan,
Toshiyuki Araki, Marie Dance, Marianne Mus, Alexandra Montagner, Maithé Tauber, Jean-

Pierre Salles, Philippe Valet, Benjamin G. Neel, Patrick Raynal, and Armelle Yart.
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Noonan syndrome causing-SHP2 mutants inhibit IGF-I release via GH-
induced ERK1/2 hyper-activation, which contributes to short stature.
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ABSTRACT

Noonan syndrome (NS), a genetic disease caused in half of cases by activating
mutations of the tyrosine phosphatase SHP2 (PTPN11), is characterized by congenital
cardiopathies, facial dysmorphic features, and short stature. How mutated SHP2 induces
growth retardation remains poorly understood. We report here that early growth delay is
associated with low levels of Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-I) in a mouse model of NS
expressing the D61G mutant of Ptpnll. Conversely, inhibition of SHP2 expression in growth
hormone (GH)-responsive cell lines results in increased IGF-1 release upon GH stimulation.
SHP2-deficient cells display decreased ERK1/2 phosphorylation and RAS activation in
response to GH, whereas expression of NS-associated SHP2 mutants results in ERK1/2
hyperactivation in vitro and in vivo. RAS/ERK1/2 inhibition in SHP2-deficient cells
correlates with impaired dephosphorylation of the adaptor GAB1 on its RASGAP binding
sites. We demonstrate that ERK1/2 inhibition results in an increase of IGF-I levels in vitro
and in vivo, which is associated with significant growth improvement in NS mice. In
conclusion, NS-causing SHP2 mutants inhibit GH-induced IGF-I release through RAS/ERK
hyperactivation, a mechanism that could contribute to growth retardation. This suggests that,
in addition to its previously shown beneficial effect on NS-linked cardiopathies and cranio-
facial defects, RAS/ERK modulation could also alleviate the short stature phenotype in NS

caused by PTPN11 mutations.
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INTRODUCTION

Noonan syndrome (NS, MIM 163950) is a one of the most common autosomal
dominant developmental disorder characterized by heart defects, facial dysmorphia, and short
stature (Romano et al., 2010). These distinctive traits are shared, with variable penetrance,
with related diseases, notably Costello syndrome, Cardio-Facio-Cutaneous syndrome,
LEOPARD syndrome and Neurofibromatosis type I, which are referred to as RASopathies
(Tartaglia et al.; Tidyman and Rauen, 2009).

Over the past several years, intensive efforts have been made to identify the causative
mutations for these genetic syndromes. Interestingly, in the case of NS, half of the patients
carry a mutation of the PTPN11 gene, encoding the tyrosine phosphatase SHP2 (Edouard et
al., 2007b; Tartaglia et al., 2001a). SHP2 is a ubiquitous protein recruited downstream of
many tyrosine Kkinase-dependent receptors that, once activated, dephosphorylates
phosphorylated tyrosines (Neel et al., 2003a). The best defined function of SHP2 is its
positive role in the activation of the RAS/Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)
Extracellular-Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) pathway (for review, (Dance et al., 2008a)). In
addition, SHP2 reportedly regulates other key signaling pathways, including the
Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K) pathway, the Src Family Kinase (SFK), the Target Of
Rapamycin (TOR) kinase or the Janus kinase 2/ Signal Transducer and Activator of
Transcription 5 (JAK2/STAT5) module. SHP2 thus plays a fundamental role in organism
development and homeostasis, as exemplified by the severe phenotypes of total or tissue
specific knock-outs of the Ptpnl1l gene (Jopling et al., 2007a; Ke et al., 2006a; Kontaridis et
al., 2008; Matsuo et al., 2010; Saxton et al., 2000; Zhang et al., 2004a).

Given the pleiotropic roles of SHP2, elucidating how its mutations can alter its
function(s) is key to better understanding NS pathogenesis. Biochemical studies have revealed
that NS-causing PTPN11 mutations result in hyperactivation of SHP2 catalytic activity, by
disrupting the inhibitory interaction between its catalytic and SH2 domains (Keilhack et al.,
2005a; Tartaglia et al., 2006b). Moreover, functional studies have shown that expression of
NS-causing mutants can induce ERK1/2 hyperactivation in vitro and in vivo (Araki et al.,
20044; Fragale et al., 2004a; Keilhack et al., 2005a). More interestingly, recent studies using
mouse models for different NS-causing Ptpn1l mutations have shown that pharmacological

or genetic inhibition of ERK can alleviate NS-associated cardiopathies and cranio-facial
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defects (Araki et al., 2009a; Krenz et al., 2008a; Nakamura et al., 2007b; Nakamura et al.,
2009b).

In contrast to the above-cited clinical features, the origin of growth retardation in NS
is poorly understood, although short stature is one of the main clinical symptoms of NS and is
reported in more than 70% of affected patients (Romano et al., 2010). One proposal is that
growth defects are due to partial growth hormone (GH) resistance at the post-receptor level
(Binder et al., 2005a; Limal et al., 2006a). Indeed, some patients with NS, notably PTPN11-
mutated cases, display normal-to-elevated GH blood levels associated with a low level of
Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1), the biological mediator of GH acting on different target
tissues, including the growth plate. However, whether signaling pathways downstream of the
GH receptor (GH-R) that regulate IGF-1 production are impaired in NS has not been
established.

By using a mouse model of NS expressing the D61G mutant of SHP2 (Ptpn11P81¢/*)

and different cellular approaches, we explored whether and how NS-causing SHP2 mutations
alter GH response. We observed that growth retardation in young NS mice correlates with
low IGF-I levels and that NS mutants induce ERK1/2 hyperactivaton upon GH stimulation in
vitro and in vivo. Moreover, we provide evidences that SHP2 negatively regulates GH-
induced IGF-1 release through a RAS/ERK-dependent mechanism. Consistently,
pharmacological ERK1/2 inhibition at least partially rescued IGF-I deficiency in NS mice,

resulting in a significant improvement of growth.

RESULTS
Growth retardation in NS mice is associated with reduced IGF-I blood levels.

Male Ptpn11°%*®™* mice display decreased body length and weight by 3 weeks of age,
which continues for at least 16 weeks after birth (Araki et al., 2004a). To further document
this phenotype, we measured the anal-nasal lengths of male and female Ptpn11°%¢* (NS)
mice and compared them with their Ptpn11** (WT) littermates. As shown in Fig. 1A and B,
growth parameters in NS and WT mice were similar at birth and a 1 and 2 weeks of age.
Interestingly, a significant reduction of body length and weight was then observed at 3 weeks

of age for Ptpn11°%®"* mice. This growth retardation profile remained stable until 6 weeks of
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D61G/+
1

age. Thus, these results showed that male and female Ptpnl mice displayed early post

natal growth retardation.

Since linear growth is primarily controlled by the GH/IGF-I axis, we monitored IGF-I

+/+

blood levels in growing Ptpn11°%¢"* and Ptpn11** mice. As shown in Fig. 1C, IGF-I levels
transiently raised during the first weeks of age of WT animals, with a peak at 4 weeks of age,
in accordance with previous report (Hwang et al., 2008). Interestingly, while IGF-I level was
similar in 1 and 2-weeks old WT and NS animals, it was significantly reduced in NS mice
when compared with their WT littermates at 3, 4, and 5 weeks of age (32%, 45%, and 37%
reduction, respectively). IGF-1 levels then normalized in 6 week-old mice, confirming
previous results that did not show any significant difference in IGF-1 levels at that age (Araki
et al., 2004a) (Fig. 1C). Therefore, this suggested that the transient raise in IGF-I levels was
impaired in NS mice and that growth retardation in Ptpn11°%®"* mice was associated with

IGF-1 deficiency during the early post-weaning growth period.

Moreover, among other hormones that regulate postnatal growth, the level of IGF-
Binding Protein 3 (IGF-BP3), but not those of insulin nor cortisol, was significntly reduced in
3 weeks old NS mice when compared to their WT littermates (Table 1). Since IGF-I and IGF-
BP3 are major GH target genes, this suggests that GH response is impaired in NS animals.

SHP2 negatively regulates GH-induced IGF-I production.

We next investigated whether SHP2 controls GH-induced IGF-I production. We took
advantage of the well-characterized, GH-responsive, 3T3-F442A cell line in which we
interfered with SHP2 function. First, we derived a stable cell line that inducibly represses
SHP2 protein expression (3T3-F442A ASHP2™), using a doxycycline sensitive- lentiviral
vector expressing an shRNA targeting Ptpnll, along with Green Fluorescent Protein (GFP)
under control of a separate promoter (Fig. S1) (Wiznerowicz and Trono, 2003). Confluent,
insulin-primed 3T3-F442A ASHP2™ cells were treated with doxycycline for 5 days or left
untreated, serum-deprived overnight, and stimulated with 400 ng/ml GH. Then, IGF-I
production was measured by ELISA. Under these conditions, doxycycline readily repressed
SHP2 expression (Fig. 2A, top panel). Moreover, GH-induced IGF-I secretion was
significantly increased in SHP2-deficient cells (+ dox) when compared with control (- dox)
cells (Fig. 2A, bottom panel). We also compared 3T3-F442A ASHP2™ cells (+shRNA) with
3T3-F442A cells transduced with a lentiviral vector conditionally expressing GFP (3T3-
F442A GFP™ -shRNA). In response to doxycycline, both of these cell lines expressed GFP
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to a similar extent (Fig. S1C), but only the 3T3-F442A ASHP2™ cells repressed SHP2
expression (Fig S1D and 2B, top panel). Notably, we again observed increased IGF-I
production in SHP2-deficient cells (Fig. 2B, bottom panel). Together, these results suggested
that SHP2 negatively regulated GH-induced IGF-I production in 3T3-F442A cells.

SHP2 promotes GH-evoked ERK1/2, but not JAK2/STATS or PI3K/AKT activation.

We next investigated how SHP2 participates in GH-induced IGF-I by monitoring the
activation of the main signaling pathways mobilized downstream of the GH-R, namely the
JAK2/STATS5, the PIBK/AKT and the RAS/MAPK pathways, in untreated and doxycycline-
treated 3T3-F442A ASHP2™ cells. As a prerequisite, we verified that SHP2 downregulation
did not affect the expression of the main components of these pathways used as readouts (Fig
S1D). Neither GH-induced STATS5 nor Akt phosphorylation was significantly modified in the
absence of SHP2 (Fig. 3A, upper panels). By contrast, phosphorylation of the MAPK ERK1/2
was inhibited by >50% in SHP2-deficient cells (Fig. 3A, middle panel and Fig 3B),
suggesting that SHP2 plays a positive role in GH-induced ERK1/2 activation.

To ensure that these effects were not limited to 3T3-F442A cells, we carried out
similar experiments in HEK293 cells stably expressing GH-R (HEK-GHR) and transduced
with lentiviruses encoding either the shRNA targeting Ptpn11 mRNA (HEK-GHR-sh) or GFP
(HEK-GHR-GFP) as a control. SHP2 expression was strongly reduced in HEK-GHR-sh cells
(Fig. S2 and 3C, penultimate panel). Again, GH-induced STAT5 and Akt phosphorylation
were insensitive to SHP2 downregulation (upper and second panels), whereas GH-stimulated
ERK1/2 phosphorylation was strongly repressed (Fig. 3C, middle panel and Fig 3D).

To confirm this result using another approach, we took advantage of a catalytically
inactive mutant of SHP2 (C459G) that displays a dominant negative activity on SHP2
function (Edouard et al., 2010; Hanna et al., 2006b). As shown in Fig. 3E, expression of the
C459G mutant of SHP2 to a similar extent as the WT protein did not alter the phosphorylation
of STATS or Akt (upper panels), but repressed ERK1/2 phosphorylation by ~ 60% (Fig. 3E,
middle panel, and Fig. 3F). These data further confirm that SHP2 positively regulates GH-

evoked ERK activation, and also suggests that this function requires its catalytic activity.
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SHP2 participates in GH-induced RAS/ERK1/2 activation by dephosphorylating
RASGAP binding sites on GABL.

We next investigated how SHP2 promotes ERK activation in response to GH. First,
we compared GH-evoked RAS activation in untreated and doxycycline-treated 3T3-F442A
ASHP2™ cells using a pull-down assay for activated RAS (GST-RBD). As shown in Fig. 4A,
GH stimulation of control cells induced RAS activation, whereas RAS loading was reduced
by ~50% (Fig. 4B) in SHP2-deficient cells. These data indicate that SHP2 acts upstream of
RAS in GH-R signaling.

It has been proposed that SHP2 can promote RAS activation by dephosphorylating
specific residues involved in the recruitment of the RAS inhibitor RASGAP, notably on the
docking protein GAB1 (Montagner et al., 2005a). As GABL is phosphorylated in response to
GH-R activation (Kim et al., 2002), we assayed the ability of GABL to interact with a GST
fusion protein containing the SH2 domains of RASGAP in control and SHP2-deficient cells.
As shown in Fig. 4C, GAB1 was barely detected in RASGAP pull-downs performed from
GH-stimulated control cell lysates (-dox), but was readily precipitated from SHP2-deficient
cell lysates (+dox). These data suggest that, upon GH stimulation, SHP2 may
dephosphorylate the RASGAP binding sites on GABL, thereby favoring RAS activation. To
verify this, we compared the phosphorylation of one of the RASGAP binding sites on GABL,
the tyrosine 307 (Y307) (Montagner et al., 2005a), in cells expressing SHP2-WT or its
C459G derivative. As shown in Fig. 4D, the GAB1 Y307 phosphorylation was more
important in cells expressing the C459G mutant of SHP2, further suggesting that SHP2
dephosphorylates this residue under GH stimulation. To assess this model, we then took
advantage of a mutant of GABL defective for RASGAP binding (GAB1 Y307F/Y317F)
(Montagner et al., 2005a) and tested whether its expression could rescue ERK
phosphorylation in SHP2-deficient cells co-expressing a His-tagged ERK1. Interestingly, in
HEK-GHR-shRNA expressing the Gabl Y307F/Y317F mutant, ERK1 phosphorylation was
increased to a level similar to that of control cells, suggesting that ERK1/2 inhibition in SHP2

deficient cells was due to sustained RASGAP recruitment (Fig. 4E and F).

To further evaluate this hypothesis, we tested whether RASGAP inhibition could
rescue ERK1/2 activation in SHP2-deficient cells. As shown in Fig. 4G and 4H, siRNA-
mediated RASGAP depletion in SHP2-deficient cells increased ERK1/2 phosphorylation, to
an extent similar to that observed in control cells. These data are consistent with the
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conclusion that RASGAP dysregulation is responsible for ERK1/2 inhibition in SHP2-
deficient cells.

NS mutants enhance GH-induced ERK1/2 activation.

We next assessed the impact of NS mutations in GH signaling, by studying the effects
of two mutants: the D61del variant, a strong mutant which is closely related to the D61G
allele borne by the NS mouse used in this study, and the N308D mutant, a weak allele which
is frequently found in NS patients. As shown in Fig. 5A and 5B, transient over-expression of
either mutant in HEK-GHR caused enhanced phosphorylation of a co-expressed His-tagged
ERK1 when compared with control cells. Likewise, over-expression of the N308D or the
D61del mutant in 3T3-F442A cells via adenoviral infection resulted in increased GH-induced
ERK1/2 phosphorylation (Fig. 5C and 5D). Then, as NS is due to heterozygous mutations of
PTPN11, we expressed shRNA-resistant forms of the D61del or N308D mutants in 3T3-
F442A cells and simultaneously decreased endogenous SHP2 expression using the lentiviral
SHP2 shRNA, thereby mimicking heterozygous conditions (i.e., 50% WT SHP2/50% mutated
SHP2) (Fig S3). Interestingly, in doxycycline-treated cells, GH-induced ERK1/2
phosphorylation was significantly enhanced when compared with controls (Fig. 5E and 5F).
Hence, expression of two different NS-associated mutants of SHP2, even in a so-called
“functional heterozygosity condition”, was sufficient to sustain ERK1/2 activation under GH
stimulation. Noticeably, in the various experiments, there was no significant difference
between the effect of both mutants, despite variable tendencies depending on the type of

experiment or cell lines.

We then aimed at evaluating whether GH-evoked ERK1/2 phosphorylation was also
increased in NS mice. To this aim, NS animals and their WT littermates were injected for 10
min with GH or vehicle as a control, then euthanized and their tissues were taken.
Phosphorylation of STAT5, AKT and ERK1/2 were measured in the liver, the main GH target
organ for IGF-1 production. As shown in Fig 5G and H, P-STAT5 and P-AKT were induced
by GH to the same extent in the liver of both genotypes. In sharp contrast, ERK1/2
phosphorylation was strongly increased in the liver of NS animals when compared to their
WT littermates. From this set of results, we concluded that NS-driving SHP2 mutants

upregulate GH-induced MAPK activation in vitro and in vivo.
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ERK inhibition at least partially restores IGF-1 levels and growth in NS mice.

We next sought a possible connection between the positive function of SHP2 in GH-
induced ERK1/2 activation and its negative role in IGF-I production. We asked whether
treating 3T3-F442A cells with U0126, a selective inhibitor of MEK1/2, affected GH-induced
IGF-1 release. Treatment with 50-500 nM U0126 induced partial ERK1/2 inhibition, similar
to that seen in SHP2-deficient cells (compare Fig. 6A and Fig. 3A). Interestingly, U0126 at
these doses also enhanced GH-induced IGF-I production to an extent similar to that caused by
SHP2-deficiency (Fig. 6B). Thus partial ERK1/2 inhibition could stimulate IGF-I release
upon GH treatment, suggesting that SHP2 may negatively regulate GH-induced IGF-I
production through activation of the RAS/ERK pathway.

Therefore, we hypothesized that the decreased IGF-I levels in NS mice might result
from ERKZ1/2 hyperactivation. To test this hypothesis, we treated cohorts of young
Ptpn11°%'"* and their WT littermates with U0126. Nursing females were treated with U0126
or vehicle control during the first 3 weeks of life of their litters, and IGF-I levels were
quantified at the end of the treatment period. Nursing females and their litters looked healthy
throughout the protocol. Importantly, U0126 treatment significantly increased IGF-I blood
levels in Ptpn11°%¢"*
NS, UO0126-treated animals remained significant (Fig. 6C). This suggested that ERK1/2

inhibition could enhance IGF-I production in NS mice. Interestingly, even after 3 weeks of

mice, although the difference between WT, vehicle-treated animals and

treatment, U0126-treated NS mice displayed a significant increase in body length compared
with untreated NS mice (7,1+/-0,15 cm vs 6,7+/-0,12 cm; *, p<0,05) (Fig. 6D), while body
weight was not altered (10,9+/-0,8 g vs 9,6+/-0,5 g, n. s.) (Fig. 6E). However, U0126-treated
NS animals did not catch up the size of WT animals yet. Altogether, these results suggest that
ERK1/2 inhibition can, at least partially, rescue growth retardation in NS mice, most likely by

restoring appropriate IGF-1 levels.

DISCUSSION

In this study, we sought a molecular mechanism that could explain how NS-causing
SHP2 mutants induce growth retardation, a major feature of NS. First, we demonstrated that
short stature in young Ptpn11°%*¢™* mice was acquired shortly after birth and was associated

with low IGF-I levels during the early post-weaning growth phase. These findings suggested
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that IGF-I induction was impaired in growing NS animals, which could contribute to growth
retardation in NS. Interestingly, NS patients, notably those carrying a PTPN11 mutation, also
display low IGF-I levels (Binder et al., 2005a; Limal et al., 2006a), although this does not
exclude that other non-endocrine processes, notably at the bone or brain levels, could be
altered in NS. Supporting this, it has been reported that induced SHP2- deficient mice develop
important skeletal abnormalities and that SHP2 knock-out in proopiomelanocortin (POMC)

neurons result in larger mice (Banno et al., 2010; Bauler et al.).

It must be noted that IGF-1 levels are only reduced by 40% in NS mice, whereas
studies of several models of Igf-1 gene disruption have shown that even a 75% reduction of
IGF-1 levels does not cause growth retardation (Sjogren et al., 1999). This apparent
discrepancy could maybe be explained by the dysregulation of IGF-1 cofactors in NS,
resulting in a more decreased IGF-I bioactivity/bioavailability. In support of this hypothesis,
we observed that IGF-BP3 levels were also reduced in NS animals and it has been shown that
NS patients display low-levels of Acid Labile Subunit (ALS), another key regulator of the
stability of IGF-I/IGF-1-binding proteins complexes (Limal et al., 2006a). Interestingly,
double knock-out mice with total Als and liver-specific Igf-1 inactivation are 20% shorter than
control animals (Yakar et al., 2002). Further studies will be necessary to elucidate the

contribution of those different processes in NS-associated short stature.

Our finding of decreased IGF-I levels in NS mice suggested that GH signaling was
impaired in these mice. Indeed, SHP2 down-regulation in 3T3-F442A cells caused sustained
GH-induced IGF-I release. Thus, our combined results suggest that SHP2 may negatively
regulate the hepatic production of IGF-1 under GH control. This regulation might be restricted
to the growing period, as NS mice show a normalization of IGF-I levels after 6 weeks.
Supporting this view, it was recently shown that liver-specific deletion of SHP2 did not result
in an increase of hepatic Igf-l mMRNA level in older mice (Matsuo et al., 2010).

Next, we investigated how SHP2 regulates GH-induced IGF-I production. Several
studies have shown that SHP2 can negatively regulate the JAK2/STAT5 pathway, the main
regulator of IGF-I transcription (Xu and Qu, 2008). However, we did not observe any effect
of SHP2 modulation on GH-evoked STAT5S phosphorylation. Moreover, it has been reported
that GH-induced IGF-I transcription can be positively regulated by PI3K (Shoba et al., 2001).
Although SHP2 can inhibit PI3K upon some stimuli (Zhang et al., 2002a), GH-evoked

PI13K/Akt activation was insensitive to SHP2 modulation. However, we can not exclude that
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our experimental design do not allow monitoring an increase in STAT5 or AKT
phosphorylations upon SHP2 inhibition or that a more complete SHP2 inhibition could be
required to reveal it. By contrast, we found that SHP2 participates in GH-induced RAS/ERK
activation, possibly by dephosphorylating the RASGAP-binding sites borne by GABL.
Furthermore, NS-driving SHP2 mutants hyper-activate this signaling pathway in response to
GH in vitro and in vivo, suggesting that dysregulation of GH-induced ERK1/2 activation

could contribute to growth retardation in this syndrome.

We next assessed whether the SHP2-mediated IGF-I inhibition was dependent on
ERK1/2 activation. Using a pharmacological approach, we could demonstrate that partial
ERK1/2 inhibition induced an increase in GH-stimulated IGF-I production. This suggests
that, upon GH stimulation, ERK1/2 negatively regulates IGF-I release, through mechanisms
that remain to be established. From our results, we hypothesized that ERK1/2 inhibition in NS
mice could restore IGF-I levels, thereby improving the growth retardation phenotype.
Importantly, we found that pharmacological inhibition of MEK1/2 significantly increased
IGF-I levels in NS mice, suggesting that normalization of NS mutant-induced ERK1/2
hyperactivation can improve their IGF-I deficiency. Moreover, we observed that U0126

treatment increased linear growth of Ptpn11°1¢*

mice. Taking into account that this
treatment results in increased IGF-I level, we can thus propose that the effect of ERK1/2
inhibition on NS-linked growth phenotype can be due, at least in part, to the restoration of
IGF-1 deficiency. Of note, since we observed only a partial effect of U0126 treatment on IGF-
I level, further studies will be necessary to determine whether the pharmaco-kinetics of the
U0126 treatment should be improved or whether IGF-1 deficiency in NS is only partially due

to ERK1/2 hyperactivation.

Finally, our results provide the first direct evidence that growth retardation in
PTPN11-mutated NS may be due to partial GH resistance related to a post-receptor signaling
defect (Binder et al., 2005a; Limal et al., 2006a) (Fig. 7), which may have important
therapeutic consequences. So far, only recombinant human GH (rhGH) treatment has been
proposed to increase stature in NS, but its efficiency is still debated. Indeed, rhGH therapy
can lead to moderate height gain but does not normalize adult stature in all patients, although
heterogeneous protocols and outcome criteria have made the surveys of the efficacy of this
regime difficult to compare (Noordam et al., 2008a; Raaijmakers et al., 2008; Romano et al.,
2009). Our data suggesting that NS-associated PTPN1l1 mutations cause partial GH
resistance, could explain the moderate efficacy of rhGH treatment, and emphasizes the need
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for alternative therapies. In view of the beneficial effects of rhIGF-I treatment in patients with
severe IGF-I deficiency, there may be a rationale for rhIGF-I therapy in PTPN11-mutated NS
patients (Chernausek et al., 2007), although long-term follow-up would be required given the
neoplasias-promoting effect of IGF-I1 (Samani et al., 2007). Second, our results suggest that
ERKZ1/2 inhibition could be a logical treatment to improve growth velocity in patients with
NS, possibly by restoring IGF-I levels. Interestingly, several reports in animal models have
demonstrated that treatment with MEK inhibitors can rescue growth defect in 3 different NS
models (Ptpn11°%7°** Raf1-*3¥V™* and Sos1E346KE86K) and in other RASopathies, and can also
alleviate other clinical traits, notably cardiopathies and cranial malformations (Araki et al.,
2009a; Chen et al.; Krenz et al., 2008a; Nakamura et al., 2007b; Nakamura et al., 2009b; Wu
et al., 2011). This, combined with our own study, provides further insights into the fact that
RAS/ERK inhibition could be a potent strategy to treat RASopathies, including NS. Although
promising, additional studies will be required to precisely assess the potency and safety of
such treatment. Indeed, various adverse effects of MEK inhibitors have been reported and a
most recent study also revealed that such a treatment can promote overweight of NS patients
(Chappell et al.; Wu et al., 2011).

MATERIAL AND METHODS

SIRNA and plasmid transient transfection. For siRNA transfections, 40% confluent 3T3-
F442A cells were incubated overnight with a transfection mix containing 1 ml of Opti-MEM,
5 ul of RNAIMAX (Invitrogen) and 20 nM of the indicated siRNA. For plasmid transfection,
subconfluent HEK-GHR cells grown in 100-mm plates were incubated overnight with a
mixture containing 6 ul of FuGene6 reagent (Roche) and 2 pug of total DNA, according to the
manufacturer’s instructions.

Adenoviral infection. Generation of recombinant adenoviruses has been described (Edouard
et al., 2010). For transduction of 3T3-F442A cells, adenoviruses were mixed with 0.5 pg/ml
poly-L-lysine for 90 min in DMEM supplemented with antibiotics and 2% HEPES 1M. Cells
were incubated with this mixture for 2 hours.

1D61(3/+ 1D61G/+

In vivo experiments. The Ptpnl mouse strain was maintained by crossing Ptpnl
males with B6X129Sv wild type females (Charles River Laboratories). Genotyping was
performed as previously described (Araki et al., 2004a). Blood samples were collected from
the retro orbital sinus of isoflurane-anesthetized animals. To assess GH-evoked signaling in
vivo, animals were injected intraperitoneally (i.p.) with GH (8 ug/g body weight) or PBS for
10 min, then euthanized and liver was taken. Liver samples were homogeneized using a
Precellys 24 automated biological sample lyser, then protein amounts were normalized by the
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Bradford method (Bio-Rad) and homogenates were processed for western blot analysis. For
U0126 treatment, U0126 (5 mg/kg/day) or vehicle (PBS, 40% DMSQ) was i.p. injected to the
nursing females daily during 20 days. All animal procedures were performed in accordance
with the guidelines of the Midi-Pyrénées Ethics Committee on Animal Experimentation and
with the French Ministry of Agriculture license.

IGF-1 measurements. For GH-induced IGF-I production in 3T3-F442A cells, confluent cells
were grown for 7 days in DMEM supplemented with 10% FBS and 50 nM insulin, and
treated or not with 0.05 pg/ml doxycycline for the last 5 days. Cells were then serum-starved
overnight, treated or not with U0126, stimulated or not with 400 ng/ml GH for 24 hrs.
Conditioned media were collected and processed for IGF-1 ELISAs. To measure IGF-I levels
in blood, samples were allowed to clot overnight at 4°C, and then they were centrifuged and
plasma was harvested and processed for IGF-1 ELISAs.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Growth retardation in NS mice correlates with lower IGF-I level.

A, B- Ptpn11°%¢* (NS) and Ptpn11** (WT) mice were measured (A) and weighted (B) at
indicated ages. Data represent mean +/- SEM. Statistical significance was assessed by the
ANOVA plus Bonferroni post-test (n. s. non significant; **, p<0,01; *** p<0,001). C- Blood
IGF-1 level of Ptpn11P%¢* (NS) and Ptpn11** (WT) mice was determined by ELISA at
indicated ages. Individual values and mean +/- SEM are represented (n. s. non significant, **,
p<0,01, ***  p<0,001, ANOVA plus Bonferroni post-test ).

Figure 2: SHP2 negatively regulates GH-induced IGF-1 expression. A- Confluent, insulin-
primed, 3T3-F442A ASHP2™ cells were treated (+dox) or not (-dox) with doxycyclin. Top
panel: aliquots of cells were processed for western blot analysis as indicated. Bottom panel:
Cells were serum-deprived and stimulated with GH for 24h, then IGF-1 concentration was
measured in the medium by ELISA. B- Same experiment as in A except that 3T3-F442A
ASHP2"™ cells (+shRNA) and 3T3-F442A expressing only GFP (-shRNA), both doxycyclin-
treated, were used. Data represent mean +/- SEM of 3 independent experiments (***,
p<0,001, 2-tailed Student’s t test).

Figure 3: SHP2 promotes GH-evoked ERKZ1/2 activation, but does not influence
JAK2/STATS and PI3K/Akt signalings. A, B- 3T3-F442A ASHP2™ cells were treated
(+dox) or not (-dox) with doxycyclin, serum-starved, then stimulated with GH during the
indicated times, lysed and processed for western blot analysis using the indicated antibodies.
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C, D-HEK-GHR-GFP or HEK-GHR-shRNA were processed as in A. E, F-3T3-F442A cells
were infected with adenoviruses encoding GFP, SHP2-WT or SHP2-C459G, then processed
as in A. Note that exogenous SHP2-WT and SHP2-C459G have a higher molecular weight
than endogenous SHP2 due to His tag. B, D, F- P-ERK1/2 western blots obtained from at
least 3 independent experiments described in A, C, and E were semi-quantified using the
Image J software. Histograms represent mean +/- SEM (*, p<0,05, **, p<0,01, ***, p<0,001,
paired Student’s t test).

Figure 4: SHP2 participates in GH-induced RAS activation through inhibition of
RASGAP recruitment. A, B. 3T3-F442A sh-SHP2™ cells were processed as in Fig. 3A.
Activated RAS was isolated from cleared lysates using a GST-RBD fusion protein. An anti-
RAS western blot was performed on the GST-RBD pulldown and on the lysates as a loading
control. C- Cells were treated as in A, except that a GST-RASGAP fusion protein was used
and an anti-GABL1 western blot was performed. Results are representative from 3 independent
experiments. D- 3T3-F442A cells were infected with adenoviruses encoding SHP2-WT or
SHP2-C459G, stimulated for the indicated times, lysed and processed for western blot
analysis using the indicated antibodies (P-GAB1: phospho Y307). Results are representative
from 3 independent experiments. E, F- HEK-GHR-shRNA and HEK-GHR+shRNA cells
were transfected with ERK1-His and empty vector (EV) as a control or a Myc-tagged GAB1
Y307F/Y317F mutant (GAB1-YYFF). Cells were serum starved, then stimulated with GH
for 10 min, and His-tagged Erkl was precipitated from cleared lysates using Probond resin
(Invitrogen) and processed for P-ERK1/2 western blot (upper panel). Aliquots from cleared
lysates were processed for anti-myc and anti-his western blot analyses (lower panels). G, H-
3T3-F442A sh-SHP2'™ were treated (+dox) or not (-dox) with doxycyclin, transfected with
control or anti-RASGAP siRNA, serum starved, then GH-stimulated and processed for
Western blot analysis as indicated. Anti-RAS (B) and anti-P-ERK1/2 (F, H) immunoblots
from at least 3 independent experiments performed in A, E and G were semi-quantified using
the ImageJ software. Only significant differences are indicated (*, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001, paired Student’s t-test).

Figure 5: NS-causing SHP2 mutants upregulate GH-induced ERK1/2 activation. A, B-
HEK-GHR cells were cotransfected with a plasmid encoding His-tagged ERK1 and
constructs encoding His tagged SHP2 WT, D61del or N308D variants, or the empty vector (-)
as a control, then processed as in Fig. 4E. C, D- 3T3-F442A cells were infected with
adenoviruses encoding GFP, SHP2-N308D or SHP2-D61del, serum starved, then GH-
stimulated and processed for western blot analysis as indicated. E, F- Untreated (-dox) or
0,005 pg/ml doxycyclin-treated (+dox) 3T3-F442A ASHP2/N308D and 3T3-F442A
ASHP2/D61del were GH-stimulated, lysed and processed for western blot analysis as
indicated. B, D, F- P-ERK1/2 immunoblots from 3 independent experiments described in A,
C, and E were semi-quantified using the ImageJ software. Only significant differences versus
control are indicated ( **, p<0,01; ***, p<0,005, paired Student’s t-test). G, H- Fasted
Ptpn11°%¢"" (NS) and Ptpn11** (WT) mice were i. p. injected with 8 ug/g GH (+) or PBS (-)
for 10 min, then euthanized and liver was taken. Liver extracts were prepared and equal
amounts of proteins were processed for western blot analysis. H- P-STAT5, P-AKT and P-
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ERK1/2 immunoblots from the experiment described in G were semi-quantified using the
ImageJ software. Only significant differences versus control are indicated (**, p<0,01, paired
Student’s t-test).

Figure 6: Inhibition of the ERK1/2 pathway partially restores IGF-I level in vitro and in
vivo and improves growth of NS mice. A- 3T3-F442A cells were serum-starved overnight,
then treated with the indicated dose of U0126, stimulated with GH for 10 min, then lysed and
processed for western blot analysis as indicated. B- Confluent 3T3-F442A were processed as
in Fig. 2A, treated with the indicated doses of U0126, stimulated with GH for 24h, then IGF-I
concentration was measured by ELISA. Histograms represent the mean +/- SEM from 4
different experiments (**, p<0,01, paired Student’s t-test). C, D, E- 5 days after delivery,
nursing females were i.p. injected daily with U0126 or vehicle for 20 days, then blood IGF-I
level of the pups was determined by ELISA (C), as well as their body length (D) and weight
(E). Four litters were used, with equivalent animal numbers and body weight at birth (Number
of animals: Ptpn11**/PBS: 5; Ptpn11**/U0126: 5; Ptpn11°%'®"*/PBS: 9; Ptpn11°*'*"*/U0126:
8). Data represent mean +/- SEM (n. s. non significant, *, p<0,05, ***, p<0,005, Student’s t-
test).

Table 1: Sera from 5-weeks old Ptpn11°%*¢* (NS) and Ptpn11** (WT) mice were analysed
for IGF-1, IGF-BP3, insulin and cortisol levels by ELISA. Data represent mean +/- SEM (n.
S., non significant, **, p<0,01, Student’s t-test).

SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Fig. S1. Characterization of the 3T3-F442A ASHP2™ cell line. A- 3T3-F442A ASHP2™
cells were treated with the indicated doses of doxycycline for 5 days, then cells were lysed
and processed for Western blot analysis using the indicated antibodies. We determined that 50
ng/ml doxycycline was sufficient to fully repress SHP2 expression after 5 days of treatment,
whereas lower doses (1 ng/ml) allowed dampening of SHP2 expression to half of its normal
level. B- 3T3-F442A ASHP2™ cells were incubated with 0,05 pg/ml doxycycline for the
indicated times, then processed as in A. Note that the maximum down-regulation was reached
after 5 days of doxycyclin treatment. From this, we concluded that this so-called 3T3-F442A
ASHP2™ cell line appears as a potent model to inducibly downregulate SHP2 expression. C-
3T3-F442A ASHP2™ cells treated (+dox) or not (-dox) for 5 days with with 0,05 pg/ml
doxycycline, and doxycyclin treated-3T3-F442A GFP™ cells were analysed by phase
constrast (upper photomicrographs) and fluorescence (lower photomicrographs) microscopy.
D- Lysates from cells described in C were processed for western blot analysis using the
indicated antibody.

Fig. S2: Characterization of the HEK-GHR+/- shRNA cell lines: A- HEK-GHR cells
expressing (HEK-GHR+shRNA) or not (HEK-GHR-shRNA) an shRNA against SHP2 were
analysed by phase constrast (upper photomicrographs) and fluorescence (lower
photomicrographs) microscopy. B- Lysates from cells described in A were processed for
western blot analysis using the indicated antibody.
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Fig. S3: Characterization of 3T3-F442A ASHP2/N308D (N308D) and 3T3-F442A
ASHP2/D61del (D61del) cells lines. Cells were treated with the indicated doses of
doxycycline, then lysed and processed for immunoblotting using the indicated antibodies.
When cells were treated with 0.05 pg/ml doxycyclin, expression of endogenous SHP2 was
almost completely switched off, indicating that the cells homogeneously expressed the
lentiviral constructs. Moreover, expression of the mutants was switched on to a comparable
level with the endogenous protein. More interestingly, by treating the cells with 0.005 pg/ml
doxycyclin, expression of endogenous SHP2 was reduced by half, while a similar amount of
exogenous SHP2 was expressed. Thus, we assumed these experimental conditions closely
mimicked the heterozygous situation.

SUPPLEMENARY MATERIAL AND METHODS

Materials. Monoclonal anti-phosphoERK1/2 and anti-tubulin antibodies, and anti-mouse and
anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated antibodies were from Sigma-Aldrich Co.
Polyclonal anti-phosphoAKT, anti-phosphoSTAT5 and anti phospho GAB1 (Y307)
antibodies were from Cell Signaling Technology, anti-SHP2, anti-GAB1 and anti-Myc were
from Santa Cruz Biotechnology Inc. and anti-RASGAP was from Upstate. The monoclonal
anti-His antibody was from Invitrogen and the anti-RAS antibody was from Calbiochem.
Control and anti-RASGAP siRNAs were from Qiagen. U0126 was from Cell Signaling
Technology. The mouse IGF-I and IGF-BP3 quantikine ELISA kits were from R&D System,
the mouse Insulin EIA kit was from Mercodia and the Cortisol EIA kit was from Enzo Life
Sciences. Unless otherwise indicated, cell culture reagents were from Invitrogen and
chemicals were from Sigma-Aldrich Co.

Cell culture and Stimulation. Human Embryonic Kidney 293 (HEK293) and mouse
preadipocytes 3T3-F442A were cultured at 37°C and 5% CO; in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) or 10% newborn calf serum
(NBCS) respectively, and antibiotics. Cells were incubated overnight in serum-free medium,
then stimulated with 400 ng/ml GH (Norditropine, NovoNordisk) during indicated times.

Expression plasmids. pLVTHM, PAX2, pMD2G-VSVG, ptTR-KRAB and pWPI vectors
were a generous gift from Dr D. Trono (Lausanne, Switzerland) and were distributed by
Addgene (Cambridge, USA). A cassette encoding an shRNA targeting SHP2's mRNA
(targeted sequence: CGTGTTAGGAACGTCAAAGAA) was subcloned into pLVTHM
(plasmid referred to as LVTHM/sh-SHP2). Plasmids encoding ERK1-His, Gabl
Y307F/Y317F-Myc, V5-SHP2-WT, -D61del, and -N308D have been already described
(Edouard et al., 2010; Hanna et al., 2006b; Montagner et al., 2005a; Yart et al., 2001). V5-
SHP2-D61del, and -N308D cDNA were made shRNA-resistant by generating silent
mutations through site-directed mutagenesis, then subcloned into pLVTHM/sh-SHP2 in lieu
of the GFP cassette. Human GH-R was subcloned into pWPI. All constructs were verified by
sequencing. Details about vectors construction are available upon request.
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Generation of lentiviruses and viral transduction. Recombinant lentiviruses were produced
by cotransfection of 293T cells with the pMD2G-VSVG and PAX2 packaging palsmids
together with the pLVTHM, the pWPI or the ptTR-KRAB plasmids, as described previously
(Wiznerowicz and Trono, 2003) and titered using the Quick Titer™ Lentivirus Titer kit (Cell
Biolabs, Inc.). Cells were co-transduced with shRNA or SHP2 mutants-encoding lentivirus
together with tTR-KRAB expressing particles (MOI 10) by incubation of the cells for 16 hrs
in lentivirus-containing medium in the presence of 8 ug/ml polybrene.

Cell lysis, immunoprecipitation, affinity precipitation assays and immunoblotting. For
analysis of crude cell lysates, cells were directly scrapped off in electrophoresis sample
buffer. Immunoprecipitation was performed as previously described (Yart et al., 2001). For
GST-RBD and GST-RASGAP affinity precipitation assays, production of GST fusion
proteins containing the RAS-binding domain (RBD) of Raf-1 (GST-RBD) or the SH2
domains of RASGAP (GST-GAP3S) and affinity precipitation assays were performed as
already described (Montagner et al., 2005a). Protein amount was normalized by the Bradford
method (Bio-Rad). Proteins were then resolved by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and immunoblotted using a standard procedure. Blots were
developed using enhanced chemiluminescence (Amersham Biosciences, Inc.).
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Figure 1 Nédélec et al.
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Figure 2 Nédélec et al.
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Figure 3 Nédélec et al.
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Figure 4 Nédélec et al.
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Figure 5 Nédélec et al.
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Figure 6 Nédélec et al.
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Figure S1 Nédélec et al.
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Figure S2 Nédélec et al.
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I1l. Conclusion

Ainsi, ce travail visait a comprendre comment les mutations SN de SHP2 pouvaient
étre a ’origine du retard statural associé a cette pathologie. Nous avons pu montrer que SHP2
jouait un réle négatif dans la production d’IGF-I induite par GH, ce qui se traduit, dans un
modeéle murin du SN, par des taux sériques anormalement bas de cette hormone pendant la
période de croissance, en association avec l’acquisition d’un retard statural. De facon
intéressante, ces résultats confirment, pour la premiére fois, les études cliniques suggérant un

profil de résistance a GH (GH normal/IGF-1 bas) chez les patients SN.

D’un point de vue mécanistique, nous avons pu montrer, par différentes approches,
que SHP2 joue un rdle positif dans I’activation de la voie Ras/MAPK induite par GH, sans
affecter les autres voies de signalisation activées par le R-GH, notamment la voie canonique
JAK/STAT et le module PI3K/Akt. En effet, I’inhibition de SHP2 par interférence a ARN ou
par surexpression d’un mutant dominant négatif bloque spécifiquement 1’activation de la voie
Ras/MAPK induite par GH, tandis que I’expression de mutants SN de SHP2 induit une
hyperactivation de cette voie, tant in vitro qu’in vivo. Ceci est donc a rapprocher du fait que
les autres cas de SN, de méme que d’autres « RASopathies » associant un retard statural, sont
dues a des mutations d’acteurs directs de la voie Ras/s/MAPK (SOS, RAS, RAF, MEK...) qui
pour la plupart pourraient également induire une hyperactivation de la voie RAS/MAPK sous
stimulation par GH, bien que cela reste a démontrer. Nous avons de plus, au moyen de
différentes approches, disséqué le mode d’action de SHP2 dans Dl’activation de la voie
Ras/MAPK, en montrant que SHP2 joue un role positif dans DI’activation de Ras en
déphosphorylant la protéine adaptatrice Gabl sur ses sites de recrutement pour un inhibiteur
naturel de Ras, RASGAP.

Nous avons ensuite pu faire le lien entre ces 2 processus dépendants de SHP2 sous
induction par GH, a savoir I’activation de la voie Ras/MAPK et la production d’IGF-I. En
effet, nous avons pu montrer d’une part que I’inhibition des MAPK induisait une
augmentation de la production d’IGF-I induite par GH, et d’autre part que I’injection d’un tel
inhibiteur dans des souris SN induisait une augmentation de leur taux sérique d’IGF-1. Ceci
suggére donc que SHP2 régule négativement la production d’IGF-1 par un processus
dépendant de la voie Ras/MAPK, qui reste a déterminer.

Enfin, de facon importante, nous avons pu montrer, pour la premiere fois, que cette

restauration des taux d’IGF-I chez les souris SN s’accompagne d’une amélioration de leur
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croissance. Ceci pose donc I’hypothése qu’un traitement par I’IGF-1 puisse représenter une
approche prometteuse pour traiter le retard de croissance dans le SN, bien que des études
additionnelles soient nécessaires pour s’assurer des bénéfices d’un tel traitement. En outre, la
possibilité¢ d’utiliser des inhibiteurs de la voie Ras/MAPK, certains étant déja testés dans des
essais cliniques, pourrait étre évaluée. Dans ce sens, et de facon intéressante, plusieurs études
récentes ont révélé, dans des modéles murins du SN, I’hyperactivation de la voie Ras/MAPK
pourrait étre responsable du développement des cardiopathies et des anomalies faciales et que
I’inhibition pharmacologique (ou génétique) de la voie Ras/IMAPK permettait une
amélioration de ces traits phénotypiques, suggérant que le ciblage de cette voie de
signalisation puisse avoir un effet bénéfique sur les différents aspects de la maladie.
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Figure 22 : Mécanisme proposé du rdle de SHP2 dans la réponse a I’hormone de croissance
(GH). Conséquences physiopathologiques des mutations Noonan de SHP2 dans le retard de
croissance.
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Discussion et perspectives

Les travaux presentés dans la partie « Résultats expérimentaux » de ce manuscrit
permettent donc de proposer un mécanisme pour expliquer 1’origine du retard statural dans le
SN associe a des mutations de PTPN11, faisant intervenir une dérégulation de 1’axe GH/IGF-I
en lien avec une hyperactivation de la voie Ras/MAPK. Ces résultats ouvrent de nombreuses
perspectives de recherche, tant d’un point de vue fondamental que clinique, qui peuvent

s’articuler autour des questions suivantes.

I.  Comment I’activation des MAPK induit-elle une inhibition de la
production d’IGF-1 sous stimulation par GH ?

Notre étude ayant mis en évidence que la production d’IGF-I induite par GH était
modulée négativement par SHP2, et ce via I’activation de la voie Ras/MAPK, se pose la
question de comprendre comment les MAPK médient cette inhibition. Dans la mesure ou
nous avons suivi, dans nos expériences, soit le relargage d’IGF-1 par les cellules, soit le taux
d’IGF-1 sanguin, de nombreuses hypotheses peuvent étre proposées, cette régulation pouvant

étre transcriptionnelle, post-transcriptionnelle, traductionnelle ou post-traductionnelle.

Une régulation négative de la production d’IGF-1 au niveau transcriptionnel a déja été
proposee. En effet, Sadowski et al. ont montré qu’un inhibiteur des MAPK induisait une
augmentation de la transcription du géne codant pour I’'IGF-I dans des C2C12 stimulées par
GH (Sadowski et al., 2001). Toutefois, 1’étude de Yoshizato, utilisant des Ba/F3 traités par
GH, n’a pas confirmé cette hypothése (Yoshizato et al., 2004). Dans une étude préliminaire
menée dans nos modeles de cellules 3T3F442A exprimant ou pas SHP2, ainsi que dans des
extraits de foie de souris SN et sauvages, nous n’avons pas mesuré de variation des taux
d’ARNm d’IGF-1 par PCR quantitative. Ces résultats restent toutefois incertains, les niveaux
d’ARNm détectés étant tres faibles et une forte variabilité ayant été observée, qui pourrait
étre liée a un mauvais choix des amorces utilisées. Alternativement, I’ARNm de I’'IGF-I
pourrait étre soumis a un cycle rapide de transcription/dégradation. Il pourrait donc étre
intéressant d’étudier la dynamique de synthése de I’ARNm de I’IGF-I dans les différentes

conditions de notre étude.

Dans I’hypothése d’une telle répression transcriptionnelle, il faudrait envisager que les

MAPK puissent réprimer, par phosphorylation directe ou indirecte, un facteur de transcription

147



Discussion et perspectives

ou un co-facteur, résultant en une inhibition de la transcription du géne IGF-I. Il pourrait donc
étre intéressant de rechercher, par immunoprécipitation de la chromatine, si certains effecteurs
transcriptionnels des MAPK (Elk, Myc, KREB...) sont différenciellement associés au géne
IGF-1. La possibilité d’une régulation épigénétique pourrait egalement étre testée, en
mesurant ’association de ce geéne avec certaines histones méthylées/acétylées spécifiques
d’un état d’activité transcriptionnelle. Dans ce sens, une telle régulation épigénétique

contr6lée par les MAPK a déja été proposée (Suzuki et al.).

Toutefois, les cibles privilégiées dans le contrdle de la transcription du géne IGF-I
sous stimulation par GH restent les facteurs de transcription STATS5, constituant avec JAK2 la
voie canonique de contréle de la synthése d’IGF-1 en aval du GH-R. Bien que nous n’ayons
pas observé de variation de la phosphorylation sur tyrosine de STATS (Tyr 694), reflet de son
activation par JAK2, dans les temps courts de stimulation par GH, nous ne pouvons exclure
gue son activité soit modulée négativement par les MAPK dans des temps plus longs. Ceci
pourrait notamment passer par un événement de phosphorylation de JAK2 par les MAPK, sur
Ser 523, qui résulterait en son inhibition et consécutivement en I’inhibition des STATS
(Ishida-Takahashi, 2006). Nous pourrions donc évaluer, a I’aide d’anticorps spécifiques de
JAK2 phosphorylé sur Ser 523, dont nous nous sommes récemment dotés, si cette
phosphorylation est diminuée dans les cellules déficientes en SHP2, ou si elle est augmentée
dans le foie de souris SN. Si une corrélation inverse est observée entre ce niveau de
phosphorylation et les taux d’IGF-I, ceci constituerait une premiere indication d’une possible
régulation négative de la transcription d’IGF-I via I’inhibition de JAK2 par phosphorylation.
L’utilisation d’un mutant non phosphorylable, qui devrait lever cette inhibition, permettrait de

confirmer cette hypothése.

Siaucune variation transcriptionnelle/post-transcriptionnelle n’est  observée,
I’hypothese d’une régulation au niveau de la traduction de I’IGF-1 pourra étre explorée dans la
mesure ou il est établi que les MAPK sont des régulateurs majeurs de la traduction (Carriere
et al., 2008). Encore plus bas dans la cascade, la possibilité d’un contrdle de la sécrétion
d’IGF-1 par les MAPK ne peut étre exclue, et représenterait un mécanisme de régulation
intéressant (Farhan et al.).

Ainsi, mettre en évidence comment SHP2 régule la production d’IGF-I induite par
GH, via l’activation des MAPK, constituera une avancée importante, en affinant notre

compréhension des mécanismes de controle de la syntheése d’IGF-I et donc de la croissance.
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En outre, cette étude plus poussée permettra de confirmer, par d’autres méthodes, nos dosages

d’IGF-I par ELISA, qui restent controversés a ce jour.

Il. Le déficit en IGF-1 explique-t-il & lui seul le retard de

croissance associé au SN?

Notre étude a révélé que les souris SN présentent des taux plus bas d’IGF-I que les
animaux contréles, dans une fenétre de temps allant de 3 & 6 semaines de vie, et que ce déficit
s’accompagne de I’acquisition d’un retard statural et pondéral. De plus, un traitement par un
inhibiteur de MAPK, qui restaure partiellement les taux d’IGF-1 chez les souris SN, se traduit
également par un rattrapage partiel du retard statural. Bien que ces données laissent penser
que le retard de croissance chez les SN soit lié a un déficit en IGF-I, elles n’excluent pas la

participation d’autres mécanismes.

En premier lieu, il ressort de notre étude que les taux bas d’IGF-1 chez les souriceaux
SN coincident avec le développement du retard statural, mais ne semblent pas le précéder.
Des études additionnelles sont peut-étre nécessaires pour évaluer plus précisément, au jour et
non a la semaine pres, les variations d’IGF-1 et les parameétres de croissance, et ce en
appariant ces données pour chaque animal étudié. Ceci permettra de déterminer si, pour un
animal donné, la chute du taux d’IGF-I précéde ou pas I’initiation du retard de croissance. Si
nous ne pouvons mettre en évidence de relation de cause a effet, il faudra alors rechercher si

d’autres paramétres hormonaux sont altérés avant I’IGF-1 (IGFBPs, ALS...).

En lien avec I’hypotheése d’une dérégulation d’autres facteurs, il est a noter que, alors
que nous observons dans notre modéle une réduction d’environ 40% des taux d’IGF-I,
plusieurs études sur des modéles de souris déficientes en IGF-I ont révélé qu’une réduction de
75% des taux d’IGF-I ne se traduisait par aucun retard statural (Sjogren et al., 1999). Par
contre, I’invalidation additionnelle d’ALS résulte en 1’acquisition d’un retard de croissance
(Yakar et al., 2002), suggérant que d’autres mécanismes de contrdle de la croissance puissent
étre affectés dans notre modéle. Dans ce sens, nous avons observé que les taux d’IGF-BP3
étaient significativement diminués chez des souris SN de 5 semaines par rapport aux souris
contrdle, ce qui pourrait résulter en une biodisponibilit¢é moindre de I’IGF-I. Il serait donc
intéressant d’approfondir cette analyse chez les animaux SN en mesurant leurs taux d’IGF-
BP3, mais aussi d’ALS, et ce sur une cinétique de temps plus importante, notamment sur

I’intervalle de temps ou I’IGF-I n’est pas encore affecte.
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Si aucune de ces perturbations endocriniennes ne permet de rendre compte de
I’initiation d’un retard de croissance, d’autres éléments pourront étre explorés. Il semble
toutefois que nous puissions écarter des événements anténataux, de type retard de croissance
intra-utérin, les tailles et poids de naissance des souris SN n’étant pas significativement
différents de souris contrles, bien que des anomalies du développement puissent
indirectement influencer le gain de taille post-natal. Dans ce sens, nous ne pouvons exclure
que d’autres événements non endocriniens, notamment au niveau du développement osseux,
puissent étre modifiés par la forme mutée de SHP2. Ainsi, une étude récente a révélé une
fonction de SHP2 dans I’homéostasie du tissu osseux (Bauler et al., 2011), bien que cette
étude ait été menée sur des souris adultes. Par ailleurs, 1’activation des MAPK semble
intervenir dans le développement osseux, notamment au niveau du chondrocyte (He et al.;
Sebastian et al.). En conséquence, une hyperactivation de la voie RassMAPK dans le tissu
osseux pourrait ralentir son développement, un effet illustré notamment dans le contexte de
I’achondroplasie. Une telle hypothése appliquée au modéle de souris SN permettrait
d’expliquer, au moins en partie, que 1’injection d’inhibiteur de MAPK améliore la croissance
des souriceaux. Il serait donc intéressant d’évaluer si le développement osseux est altéré dans
les souris SN. De plus, I’expression tissu spécifique des mutations SN de SHP2 étant
maintenant possible ((Araki et al., 2009b), il serait intéressant de déterminer si I’expression
d’un mutant SN spécifiquement dans le tissu osseux se traduit par un retard de croissance.
Alternativement, I’expression spécifique de ce méme mutant dans le foie permettrait de
déterminer si la dérégulation hépatique de la réponse a GH suffit a générer le retard de

croissance.

I11. L’hyperactivation de MAPK sous GH est-elle a I’origine d’autres
retards staturaux ?

Nos travaux ont mis en évidence un réle des MAPK dans la production d’IGF-I et une
corrélation inverse entre les niveaux d’activation de MAPK et de synthése d’IGF-I sous GH,
en lien avec un retard statural. Ces données ameénent a poser I’hypothése que ces mémes
mécanismes puissent étre altérés dans d’autres RASopathies associant un retard statural,
notamment les SC, CFC ou NF1. Le lien entre hyperactivation de MAPK et retard statural a
récemment été suggéré par différentes publications, montrant que le retard de croissance dans
différents modéles de SN (Ptpn11%79R* Raf1 “613V* gog EBBKEBISKY hoyvait étre corrigé par

I’inhibition génétique ou pharmacologique de la voie MAPK (Wu et al., 2011). Cependant,
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les mécanismes sous-jacents n’ont pas été définis, et restent a explorer dans d’autres

RASopathies.

Il serait donc intéressant d’évaluer, dans les modéles murins de RASopathies existants
(SC, CFC, NF-1) (Tartaglia et al., 2011), si ces animaux présentent des taux bas d’IGF-I. Une
telle étude pourrait étre complétée in vitro, en exprimant les mutations responsables de ces
syndromes et en évaluant s’ils perturbent la réponse a GH. Il est a noter toutefois que
I’analyse du relargage d’IGF-1 dans des 3T3F442A nécessitera de pouvoir exprimer
efficacement les mutants, et ce alors que les cellules sont engagées dans un programme de
différenciation, ce que nous ne sommes jusque-la pas parvenus a réaliser, malgré 1’utilisation

de techniques variées (transfection, infection adénovirale, infection lentivirale).

Par ailleurs, cette étude pourrait représenter un intérét supplémentaire dans le contexte
du SL, notamment pour les cas causés par des mutations inactivatrices de SHP2. En effet, les
études cliniques suggérent que le retard statural dans le SL soit plus modéré que dans le SN
ou d’autres RASopathies. Du point de vue d’une possible régulation de la production d’IGF-I,

2 modeles pourraient étre évalués.

-1l a été proposé, d’une part, que les mutations SL de SHP2 puissent avoir un effet
dominant négatif sur ’activation de la voie Ras/sMAPK (Kontaridis et al., 2006), ce qui
pourrait se traduire, en aval du GH-R, par un effet positif sur la production d’IGF-I. Le retard
de croissance observé chez les SL s’expliquerait alors par un autre mécanisme qu’une
altération de la production d’IGF-I. Toutefois, un tel effet inhibiteur des mutants SL de SHP2
sur la voie Ras/MAPK n’a pas été retrouvé par la plupart des autres auteurs (Tartaglia et al.,
2011), ni au sein de notre laboratoire. En effet, des expériences préliminaires montrent que
I’expression de mutants SL de SHP2 induit également une hyperactivation de la voie
Ras/MAPK sous stimulation par divers agonistes, dont la GH, sans que les mécanismes sous-
jacents soient compris. Il serait donc intéressant de déterminer I’influence des mutations SL
de SHP2 sur Dlactivation des MAPK, notamment sous GH. De plus, ’équipe s’étant

Y279C/+)

récemment dotée d’un modeéle murin original du SL (Ppnl1 , il sera possible de doser

I’IGF-I dans ces animaux et d’établir des corrélations avec leur profil de croissance.

-S’il s’avére que les mutations SL induisent bien une hyperactivation de la voie
Ras/MAPK, comment expliquer alors un retard de croissance plus modéré dans ce syndrome
par rapport aux autres RASopathies ? Plusieurs etudes, in vitro et in vivo, ont révélé que les

mutations SL induisaient une hyperactivation de la voie PI3K/Akt (Edouard et al., 2010;
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Hanna et al., 2006a; Marin et al., 2011). Or, de facon intéressante, il a ét€ montré qu’un
traitement par le LY294002, un inhibiteur spécifique de PI3K, bloque I’expression d’IGF-I
induite par GH dans des hépatocytes de rat (Shoba et al., 2001), suggérant que PI3K puisse
réguler positivement 1’expression d’IGF-I induite par GH. L hyperactivation de PI3K pourrait
alors contrecarrer les effets inhibiteurs de 1’hyperactivation des MAPK sur la production
d’IGF-I. La encore, 1’étude de la réponse a GH dans des mod¢les cellulaires ou murins du SL

permettra certainement de répondre a cette question.

IV. Quel traitement pour le retard de croissance associé au SN et aux
autres RASopathies ?
La mise en évidence d’un déficit en IGF-I dans le SN, qui semble pouvoir étre restauré
par un traitement par un inhibiteur de MAPK, souléve également diverses questions quant aux

possibilités de traitement du retard de croissance.

- D’une part, le traitement actuel du retard de croissance dans le SN par GHrh
permettant de restaurer les taux d’IGF-l1 chez les patients SN, et améliorer ainsi leur
croissance, on peut se demander, a la lumiere de nos résultats, comment cette amélioration
des taux d’IGF-I opére. En effet, alors que I’injection de GH dans des souris SN induit bien
une hyperactivation de la voie Ras/MAPK, qui devrait réprimer la synthése d’IGF-I, il est
nécessaire d’envisager que des injections répétées dans la souris SN puissent résulter en une
augmentation des taux d’IGF-I, comme c’est le cas chez les patients. Il serait donc intéressant
d’explorer les mécanismes moléculaires sous-jacents, en mesurant notamment les niveaux

d’expression/d’activation des différents partenaires aprés un traitement chronique par GH.

- Par ailleurs, nos résultats permettent d’avancer 1’hypothése d’un possible traitement
par IGF-1, recemment mis sur le marché, pour traiter le retard de croissance dans le SN, et
peut-étre dans d’autres RASopathies. Aussi, il serait intéressant d’évaluer si des injections
d’IGF-I dans des souriceaux SN améliorent leur phénotype de croissance, et d’évaluer les
possibles effets secondaires, notamment en lien avec le risque tumoral. Cela confirmerait en
outre que I’augmentation des taux d’IGF-1 chez les souriceaux SN traités par un inhibiteur de
la voie Ras/MAPK peut-étre responsable, au moins en partie, de I’amélioration de leur

phénotype croissance.

- Enfin, notre étude permet de proposer qu’un traitement par un inhibiteur de MEK, le

U-0126, puisse egalement avoir un effet bénéfique sur la croissance de sujets SN,
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possiblement via une amélioration de leurs taux d’IGF-l. Toutefois, les paramétres de ce
traitement restent a améliorer, la croissance n’étant que partiellement restaurée dans nos
conditions, probablement parce que nous n’avons restauré que de 70% des taux d’IGF-I. Il
apparaitrait donc essentiel, dans le cadre d’une étude préclinique, de déterminer la durée et la
dose optimale de notre traitement, mais aussi de tester d’autres inhibiteurs, plus efficaces, de
MEK, comme le PD0325901. En effet, une étude récente & montré, dans le modéle Raf-**V"*
du SN, qu’un traitement par cette molécule corrigeait trés efficacement le retard de croissance
de ces souris (Wu et al., 2011). Bien qu’un effet secondaire notable d’un tel traitement, a
savoir une prise de poids significative, doive étre surveillé, différentes études ont révelé que
I’inhibition des MAPK permettait de corriger les défauts cardiaques, les anomalies faciales et

les éventuelles pathologies tumorales, ce qui en fait un agent thérapeutique prometteur pour

traiter les différents aspects de la maladie (Nakamura et al., 2009a; Wu et al., 2011).

-Enfin, dans le cas des SN dus a des mutations de SHP2, la possibilité d’utiliser des
inhibiteurs de SHP2, récemment décrits, pourrait étre évaluée (Hellmuth et al., 2008). I
serait dans ce cas intéressant de déterminer des doses d’inhibiteur visant a restaurer un niveau
d’activité de SHP2 comparable a celui de sujets sains, ce qui permettrait théoriquement de

normaliser les différentes anomalies associées a 1’hyperactivation de SHP2 associée au SN.

Ainsi, cette étude, et les perspectives qui en découlent, permettront de mieux
comprendre les bases moléculaires du retard statural dans le SN et dans les syndromes
apparentés, ce qui pourrait avoir a terme, des retombées intéressantes pour développer des
stratégies thérapeutiques mieux ciblées en fonction du mécanisme mis en jeu et mieux

adaptées en fonction de la mutation portée par le patient.
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hormone de croissance (Growth
Hormone, GH), sécrétée par 'anté-
hypophyse dans la circulation géné-
rale, se lie a des récepteurs membranaires
au niveau des tissus cibles pour stimuler
la croissance somatique ; la plupart de ses
effets sont indirects, médiés par |'Insulin-
like Growth Factor-1 (IGF-1) sécrétée en
réponse a GH. Les enfants avec un défi-
cit de sécrétion complet en GH présen-
tent un retard statural sévére, corrigé par
un traitement substitutif par GH recom-
binante.

En 1966, Laron et al. évoquérent pour
la premiére fois la notion d’insensibilité
a GH (Growth Horinone Insensitivity, GHI)
chez 3 enfants présentant un phéno-
type évoquant un déficit complet en
GH bien qu’associé 4 des concentra-
tions sériques de GH élevées [1]. Cette
hypothése fut confirmée en 1989 par
la mise en évidence de mutations inac-
tivatrices du géne du récepteur de GH
(Growth Hormone Receptor, GHR). Plus
récemment, des anomalies des voies de
signalisation en aval du GHR ont été
mises en évidence, permettant d’iden-
tifier de nouveaux mécanismes respon-
sables de GHI. Ainsi, des mutations du
géne codant pour Signal Transducer and
Activator of Transcription 5b (STATSb) ont
été retrouvées chez des enfants présen-
tant un retard statural associé a un défi-
cit immunitaire [2]. De méme, des muta-
tions du géne de la phosphatase Shp2 ont
été identifiées chez des enfants présen-
tant un syndrome de Noonan [3].

La compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans ces GHI est

nécessaire pour une meilleure connais-
sance des modes d’action de la GH et
permettra peut-étre de proposer des trai-
tements plus adaptés a ces patients.

Le syndrome de Noonan

et les syndromes
neuro-cardio-facio-cutanés :
des maladies génétiques

de la voie Ras/MAPK

Le syndrome de Noonan (SN) est
une maladie génétique de transmis-
sion autosomique dominante relati-
vement fréquente (1/2000 naissances).
Ce syndrome est caractérisé par 'asso-
ciation d’une dysmorphie faciale, d’'un
retard statural, d'une cardiopathie (essen-
tiellement une sténose des valves pulmo-
naires) et d'une prédisposition tumorale
(en majorité sous la forme de leucémies
myélomonocytaires juvéniles) [4].

En 2001, des mutations du géne
PTPN11, codant pour la protéine tyro-
sine phosphatase Shp2, ont été mises
en évidence chez la moitié des patients
présentant un SN [3]. D’autres muta-
tions de PTPN11 sont également retrou-
vées dans le syndrome LEOPARD (SL)
(multiple Lentigines, Electrocardiographic-
conduction abnormalities, Ocular hyperte-
lorisin, Pulimonary stenosis, Abnorimal geni-
talia, Retardation of growth, sensorineural
Deafness). Ce syndrome qui associe une
cardiopathie et un retard statural est
phénotypiquement trés proche du SN
et ne s'en différencie que par I'existence
d’une atteinte cutanée (lentigines multi-
ples) et d'une surdité.
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Transcription de génes
impliqués dans
la différenciation
et la prolifération cellulaires

Figure 1. Les syndromes « neuro-cardio-facio-cutanés » sont provoqués par des muta-
tions des protéines composant la voie de signalisation dite Ras/Mitogen-Activated Protein
Kinase (Ras/MAPK). Pour chaque syndrome, est indiqué entre parenthéses les génes de
cette voie qui, @ ce jour, ont été impliqués. HRas et KRas correspondent a deux isofor-
mes de Ras codées par des génes distincts. De méme BRaf est une isoforme de Raf.

Plus récemment, des mutations de
geénes codant pour d'autres molécu-
les ont été mises en évidence chez les
patients SN : SOS1 [S], KRAS [6], BRAF
[7] et MEK1/2 [8]. Toutes ces molé-
cules sont des acteurs de la voie Ras/
Mitogen-Activated Protein Kinase (Ras/
MAPK) impliquée dans la régulation
de la transcription de génes controlant
notamment la prolifération cellulaire.

En plus du SL, il existe deux syndro-
mes phénotypiquement trés proches
du SN par la dysmorphie, la cardio-
pathie et le retard statural: il s"agit du
syndrome Cardio-facio-cutané (CFC)
et du syndrome de Costello. A c6té de
cette triade classique de symptomes,
on retrouve dans le CFC une atteinte
cutanée et des phanéres spécifiques,
et dans le syndrome de Costello un

retard mental et un risque tumoral
élevé, de 'ordre de 15 %. Récemment
des mutations de molécules égale-
ment impliquées dans la voie Ras/
MAPK ont été mises en évidence dans
ces syndromes : ainsi des mutations de
HRAS sont identifiées chez 80 a 90 %
des patients atteints de syndrome de
Costello [9] et des mutations de KRAS,
BRAF et MEK1/2 chez ceux atteints de
syndrome CFC [10]. Curieusement,
certaines de ces mutations étaient
connues pour provoquer, a |'état soma-
tique, des tumeurs solides.

De maniére générale, hormis dans
le cas du SL, les mutations responsa-
bles de I'ensemble de ces syndromes
semblent étre de type gain-de-fonction,
c’est-a-dire qu'elles conduisent & une
activation de la voie Ras/MAPK supé-

rieure a la normale. Ainsi la descrip-
tion de ces mutations de molécules
impliquées dans la voie Ras/MAPK
semble fournir un mécanisme relati-
vement commun a l'origine de tous ces
syndromes phénotypiquement proches
(Figure 1). I1 a donc été proposé de
regrouper l'ensemble de ces syndromes
sous le nom de « syndromes neuro-
cardio-facio-cutanés » [11].

Anomalies de
la croissance dans
le syndrome de Noonan

Le retard statural est présent chez
70 a 80 % des enfants présentant un
SN et des courbes de croissance spéci-
fiques ont pu étre établies chez ces
enfants [12, 13] (Figure 2). La crois-
sance prénatale est souvent normale
et le retard statural se manifeste au
cours des deux premiéres années de
la vie. Par la suite, la taille moyenne
suit le troisieme percentile jusqu’a 10
ans chez les filles et 12 ans chez les
garcons, puis le retard statural s’ac-
centue en rapport avec une puberté
retardée. Le pic de croissance puber-
taire apparait avec un retard de deux
ans et est souvent réduit, la taille finale
étant atteinte a la fin de la deuxiéme
décade. La taille adulte spontanée est
de 152.7 cm chez les femmes et 162.5
cm chez les hommes, soit au niveau
du troisiéme percentile de la popu-
lation normale. Dans les deux sexes,
I'dge osseux est souvent retardé d’envi-
ron deux ans par rapport a I’age chro-
nologique.

La cause du retard statural chez ces
enfants n’est pas claire. Dans la majo-
rité des cas, la sécrétion de GH, spon-
tanée ou lors de tests de stimulation
pharmacologiques, est normale [14,
15], méme si des réponses insuffisantes
ou des anomalies neurosécrétoires ont
pu étre mises en évidence chez certains
enfants [16-18]. De facon intéressante,
les taux d’IGF-1 sont retrouvés abais-
sés dans la plupart des études [14, 15],
ce qui, associé aux taux normaux de
GH, est en faveur de |'existence d'une
GHI. Cette GHI est partielle, en effet,
plusieurs études ont démontré I'effica-
cité a court terme d’un traitement par
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GH biosynthétique, avec une augmen-
tation de la vitesse de croissance au
cours des deux premiéres années de
traitement [16]. Cependant, comme
dans le cas d’autres pathologies traitées
par GH, les études a long terme retrou-
vent un épuisement de I'effet initial
avec un ralentissement de la vitesse de
croissance [19-21].

Des études génétiques ont permis
de préciser les caractéristiques des
patients en fonction de la présence
ou non de mutation de PTPN11.
Comparés aux patients non mutés, les
patients avec mutation de PTPN11 ont
une taille de naissance plus petite, avec
une proportion de SGA (smal! for gesta-
tionnal age) plus importante, puis un
retard statural plus marqué [14, 22].
I’évaluation hormonale retrouve chez
ces patients avec mutation de PTPN11
des taux d'IGF-1 plus bas, associés a des
taux de GH plus élevés, ainsi qu'une
plus faible réponse au traitement par
GH, suggérant une GHI plus impor-
tante [14, 23, 24].

Le fait que les mutations de
PTPN11, codant pour Shp2, soient
responsables d'une GHI plus marquée
suggere donc que cette phosphatase
joue un role majeur dans les mécanis-
mes de résistance « post-récepteur » a
GH, méme si les mécanismes molécu-
laires mis en jeu restent mal connus.

Implication de Shp2
dans la résistance
partielle a GH ?

Quelques généralités sur
le réle physiologique de Shp2

La tyrosine phosphatase Shp2 est
exprimée de maniére ubiquitaire et
joue un réle fondamental dans la régu-
lation de voies de signalisation majeu-
res activées en réponse a de nombreux
facteurs de croissance, cytokines et
hormones. Ainsi, dans le cas du signal
induit par I'Epidermal Growth Factor
(EGF), Shp2 facilite l'activation, de la
voie Ras/MAPK [25, 26], mais est égale-
ment un régulateur négatif de "activa-
tion de la voie des Phosphoinositide-3
Kinase (PI3K) [27] (Figure 3). Les voies
Ras/MAPK et PI3K sont des modula-

Femme Male
1807 Normal range ass 1801 Normal range 5%
160{ 5o 160 i
140 men 140 mom
120 120
100! 100
80 80
60 60
s eoruwrs 9

Age {années)

Age {années)

Figure 2. Courbe de croissance staturale de la naissance a 18 ans des filles (figure 2a)
et des garcons(figure 2b) présentant un syndrome de Noonan {d"aprés Witt et al. Clinical
genetics 1986 [13]). Les lignes correspondant a la moyenne, +1 et -1 déviation standard
sont représentées, la zone grisée représente la courbe staturale normale de référence.

teurs cruciaux de la survie cellulaire,
de la prolifération, de la différencia-
tion, du métabolisme, ce qui explique
que l'inactivation compléte de Shp2
chez la souris soit 1étale in utero.

Ces deux voies {Ras/MAPK et PI3K)
ainsi que la voie des Signal Transducer
and Activator of Transcription (STAT)
sont activées en aval du GHR par des
mécanismes partiellement définis
(Figure 4). La molécule Shp2 pourrait
étre impliquée dans leur régulation,
comme le suggérent divers travaux
(Figure 5). Ainsi, aprés stimulation par
GH, il a été proposé que Shp2 puisse
étre recrutée par le GHR, par liaison
directe au GHR, mais plus probable-
ment par I'intermédiaire de la protéine
multiadaptatrice Gabl [28, 29].
Cependant, dans le cas de GH, la fonc-
tion moléculaire de Shp2 reste obscure,
méme s'il a été proposé un role appa-
remment positif de Shp2 dans l'acti-
vation de la voie Ras/MAPK, par des
mécanismes a éclaircir. Concernant
'activation de la voie des STATS, les
données de la littérature sont contra-
dictoires, retrouvant soit un réle régu-
lateur négatif [30] soit activateur [31]
de Shp2. Il apparait donc essentiel
d’éclaircir les mécanismes d'action de
Shp2 dans la signalisation du GHR car
cela permettrait de mieux comprendre
comment des mutations de cette phos-
phatase induisent une résistance a GH
chez les patients atteints du SN.

Shp2 pourrait étre également impli-
quée dans la signalisation induite par

Croissance, différenciation,
meétabolisme...

Figure 3. Implication du module Gab1/
Shp2 dans I'activation des voies Ras/
Mitogen-Activated Protein Kinase (Ras/
MAPK) et Phosphoinositide-3 Kinase (PI3K).
Il a 6té montré que sous stimulation par I'EGF, Gab1
estrecruté au niveau du récepteur de I'EGF active
et est alors phosphorylé au niveau de ses sites de
liaison pour Shp2, PI3K et RasGAP, un inhibiteur
naturel de Ras. Ceci conduit alors a I'activationde
ces enzymes. Shp2 module négativement 'activa-
tion de la voie PI3K/Akt en déphosphorylant les
sites de liaison de PI3K sur Gab1. De méme Shp2
déphosphoryle le site de liaison de RasGAP sur
Gab1, empéchant ainsi le recrutement de RasGAP,
ce qui permet ainsi la pleine activation de Ras.

I'IGF-1, comme le suggérent certaines
publications [32]. Si cette notion se
confirmait, cela laisserait entrevoir la
possibilité que chez certains patients
présentant un SN, une résistance a
I'IGF-1 puisse également étre la cause
du retard statural.
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Figure 4. Les voies de transduction du signal en aval du récep al’t de {growth
hormono receptor, GHR). Une molécule d’hormone de croi (grov\nh h GH) se lie avec
led llulaire de 2 récepteurs entrainant leur homodimeéri Cette homodimérisa-

tion permet I'activation de tyrosine kinases de la famille des Janus kinases (JAK-2) qui phospho-
rylent des tyrosines du domaine intracellulaire du GHR, ce qui crée des sites d’ancrage pour dess
molécules du signal. Différentes voies de transduction se déclenchent alors, dont les 3 principales
sont : la voie des Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT), la voie des Ras/Mitogen-
Activated Protein Kinase {Ras/MAPK) et la voie des Phosphoinositide-3 Kinase {PI3K). La voie des
STATs {STATSa et b) est considérée comme la voie principale de signalisation médiant les effets sur
la croissance de la GH. En effet, les protéines STATs sont des facteurs de transcription stimulant la
transcription de gbnescbbles tel que I'insulin-Like Growth Factor 1{IGF-1). La voie des Ras/MAPK est
egalement impliquée dans la régulation de la transcription de génes cibles contrdlant notamment la
promcranon cellulatre La voie PI3K semble médier la plupart des effets métaboliques de la GH. Plus

t, la protéi ptatrice Gab1 et laty hosph Shp2 ont été impliquées dans la
slnnalusanon du GHR, mais le rdle de ces protéines sur les effecteurs en aval du GHR reste obscur.

Comment les mutations
de Shp2 provoquent
une GHI partielle ?

Une hypothése

Shp2 est une protéine tyrosine phos-
phatase (PTP) contenant deux domai-
nes Src homology 2 (N-SH2 et C-SH2)
capables de se lier a des protéines possé-
dant des résidus phosphotyrosines. Il
s'agit donc d'une enzyme activée par
des résidus phosphotyrosines, dans le
but de déphosphoryler d’autres résidus
phosphotyrosines. De maniére basale,

Shp2 présente une activité catalytique
faible du fait de I'interaction entre les
domaines N-SH2 et PTP qui maintient
la phosphatase dans une conforma-
tion dite fermée. Cette interaction est
rompue lors de la liaison des domaines
SH2 a des résidus phosphotyrosines
activateurs (rencontrés par exemple sur
la protéine multiadaptatrice Gab1), ce
qui entraine la stimulation de la phos-
phatase [33] (Figure 6a).

Dans le SN, la plupart des muta-
tions sont situées au niveau de la
surface d’'interaction entre les domai-

GH
P13K/

IGF-1
déficit de production

Retard de croissance

Figure 5. Implication du module Gab1/Shp2
dans la signalisation du récepteur a I'hor-
mone de croissance {growth hormone recep-
tor, GHR) ? Il a été montré que le module Gab1/
Shp2 est recruté au niveau du GHR activé, cepen-
dant son rdle sur I'activation des différentes
voies est peu connu. De méme, les mutations
de Shp2 seraient responsables d'une insen-
sibilité a GH suivant un mécanisme inconnu.

nes N-SH2 et PTP impliquée dans le
maintien de la molécule dans sa forme
inactive : il s’agit donc de mutations
gain-de-fonction car elles pertur-
bent I'état «auto-inhibé» de la phos-
phatase [34] (Figure 6b). Dans le SL,
les mutations de Shp2 sont locali-
sées au niveau de la zone catalytique
et notre équipe a été une des premié-
res & montrer que ces mutations sont
responsables d'une diminution de son
activité enzymatique [35, 36]. Outre
ces quelques données biochimiques,
les conséquences fonctionnelles des
mutations SN et SL de Shp2 ont été
trés peu étudiées et uniquement dans
la signalisation de I'EGF. Ainsi, les
mutants SN de Shp2, a 'inverse des
mutants SL, seraient responsables
d’une activation soutenue de la voie
des MAPK, selon un mécanisme qui
reste trés mal compris [37]. Par consé-
quent, un certain nombre de questions
intéressantes sur les plans moléculaire
et physiopathologique restent posées,
notamment comprendre comment des
mutations activatrices ou inhibitrices
de Shp2 peuvent étre responsables du
retard statural associé aux SN et SL,
respectivement.
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Figure 6. Des dela Shp2 sont retrouvées chez la moitié
des patients atteints de syndrome de Noonan. La structure de Shp2 consiste en un domaine catalytique
protéine tyrosine phosphatase (PTP) et deux domaines Src homology 2 (SH2) qui reconnaissent des motifs
phosphotyrosines spécifiques. Shp2 présente une activité catalytique basale faible du fait d"interac-
tions étroites entre le domaine SH2 N-terminal et le domaine PTP, maintenant la phosphatase dans une
conformation fermée auto-inhibée. Son activation catalytique requiert une ouverture de lamolécule par
le relachement de ces interactions qui survient quand ses domaines SH2 lient des motifs phosphotyro-
sines spéciliques sur des molécules de signalisation situées en amont, comme la molécule adaptatrice
Gab1 {figure 6a). Chez la moitié des patients atteints de syndrome de Noonan, sont retrouvées des muta-
tions de Shp2 affectant des résidus localisés au niveau de la surface d'int entre les domaines SH2
et PTP. Il se produit alors une rupture de la conformation fermée auto-inhibée, résultant en une activité
phosphatase basale augmentée : il s"agit donc de mutations activatrices avec gain de fonction {figure 6b).
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Figure 7. Du fait de I'implication du module Gab1/Shp2 dans |'activation des voies Ras/Mitogen-
Activated Protein Kinase (Ras/MAPK) et Phosphoinositide-3 Kinase (PI3K) {figure 3), notre hypo-
these serait que la croissance normale des individus soit dépend d'une activation équili-
brée de ces deux voies en réponse a GH. Par conséquent, des mutations de Shp2 déséquilibrant
cette balance dans un sens ou dans I'autre (hyperactivation de Ras/MAPK et hypoactivation de
PI3K dans le cas du SN; hypoactivation de Ras/MAPK et hyperactivation de PI3K dans le cas du SL)
puissent entrainer des anomalies de la production d'IGF-1 observées chez les patients SN ou SL.

Une de nos hypotheéses de travail
repose sur le fait que, sous EGF, Shp2
semble contrdler positivement la voie
Ras/MAPK et négativement la voie
PI3K, en déphosphorylant Gab1l sur
ses sites de liaison a un inhibiteur de
Ras, ainsi que ceux permettant I'as-
sociation a PI3K, respectivement [26,

27] (Figure 3). Ainsi, on peut imaginer
que la croissance normale des indivi-
dus soit dépendante d’une activation
équilibrée de ces deux voies en réponse
a GH. Par conséquent, des mutations
de Shp2 déséquilibrant cette balance
dans un sens ou dans l'autre (hype-
ractivation de Ras/MAPK et hypoac-

tivation de PI3K dans le cas du SN;
hypoactivation de Ras/MAPK et hype-
ractivation de PI3K dans le cas du SL)
puissent entrainer des anomalies de
la production d’IGF-1 observées chez
les patients SN ou SL. Nos travaux en
cours visent a tester la validité de cette
hypothése (Figure 7).
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Functional Effects of PTPN11 (SHP2) Mutations Causing LEOPARD
Syndrome on Epidermal Growth Factor-Induced Phosphoinositide
3-Kinase/AKT/Glycogen Synthase Kinase 3B Signaling”
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LEOPARD syndrome (LS), a disorder with multiple developmental abnormalities, is mainly due to mutations
that impair the activity of the tyrosine phosphatase SHP2 (PTPN11). How these alterations cause the disease
remains unknown. We report here that fibroblasts isolated from LS patients displayed stronger epidermal growth
factor (EGF)-induced phosphorylation of both AKT and glycogen synthase kinase 38 (GSK-3f8) than fibroblasts
from control patients. Similar results were obtained in HEK293 cells expressing LS mutants of SHP2. We found
that the GAB1/phosphoinositide 3-kinase (PI3K) complex was more abundant in fibroblasts from LS than control
subjects and that both AKT and GSK-38 hyperphosphorylation were prevented by reducing GAB1 expression or by
overexpressing a GAB1 mutant unable to bind to PI3K. Consistently, purified recombinant LS mutants failed to
dephosphorylate GAB1 PI3K-binding sites. These mutants induced PI3K-dependent increase in cell size in a model
of chicken embryo cardiac explants and in transcriptional activity of the atrial natriuretic factor (ANF) gene in
neonate rat cardiomyocytes. In conclusion, SHP2 mutations causing LS facilitate EGF-induced PI3K/AKT/GSK-38
stimulation through impaired GAB1 dephosphorylation, resulting in deregulation of a novel signaling pathway that

could be involved in LS pathology.

Noonan syndrome (NS) (MIM163950) is a relatively fre-
quent (~ 1/2,000 births) autosomal dominant disease primarily
characterized by facial dysmorphism, heart defects, and short
stature. LEOPARD syndrome (LS) (MIM151100) is a rarer
but related disorder that associates, roughly, NS symptoms
with deafness and cutaneous abnormalities, Both NS and
LS belong to the family of “neuro-cardio-facial-cutaneous”
(NCFC) syndromes, a group of developmental disorders that
display different combinations of the above-mentioned symp-
toms with mental retardation and tumor predisposition (4, 13).

At least 80% of LS and 50% of NS patients carry germ line
missense mutations in PTPN11, the gene encoding SHP2. SHP2
is a widely expressed protem tyrosine phosphatase (PTP) that
contains Src homology 2 (SH2) domains and promotes Ras-
mitogen-activated protein kinase (MAPK) activation through
different molecular mechanisms (14, 27, 39, 47). Other LS or
NS forms are caused by mutations in KRAS, SOSI, RAFI,
BRAF, and SHOC2 genes, which encode key factors of the
Ras-MAPK pathway (6, 32, 34, 37, 38, 41).
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de Physiopathologie de Toulouse-Purpan, BP3028, Toulouse, F-31024,
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Although genetic studies have provided essential advances,
how PTPN11 mutations cause the diseases’ symptoms remains
an open question. Biochemical studies have shown that NS
mutations are located at contact points between the catalytic
and the SH2 domains and therefore disrupt SHP2 autoinhibi-
tory conformation (11, 19), thereby stimulating SHP2 catalytic
activity (gain-of-function mutations). Conversely, LS muta-
tions are confined within the catalytic domain and repress
SHP2 activity (15, 21, 40).

A key issue mn understanding LS/NS pathogenesis is the iden-
tification of the signaling pathways that are altered by these mu-
tations. It is now well accepted that NS mutants can exert a
dominant-positive effect on Ras-MAPK activation and that this
upregulation is responsible for the cardiac defects observed in NS
(1,2,9, 11, 22, 23, 29). In addition, NS mutations could alter other
signaling pathways (Ca”*/NFAT, RhoA, and Src) (17, 42, 44).

In the case of PTPN11 mutations causing LS, our knowledge
is much poorer, since even the outcomes of these mutations for
the Ras-MAPK pathway are unclear (21, 31). It is thus impor-
tant to examine whether these mutations modify other signal-
ing pathways that regulate embryo development. It was shown
recently that, besides promoting Ras/MAPK stimulation,
wild-type (WT) SHP2 can regulate phosphoinositide 3-ki-
nase (PI3K) activation by growth factors (46). In addition,
our recent biochemical study suggests that LS mutations
could promote PI3K activation (15). PI3Ks are lipid kinases
with major functions during development, as shown by re-



Annexe 2

VoL. 30, 2010

combinant mouse models and human familial diseases. Simi-
larly to Ras/MAPK, PI3K activity is highly regulated by growth
factors and is critical for their actions in cell growth, apoptosis,
migration, and differentiation (10, 18).

Therefore, we assessed whether LS mutations could influ-
ence PI3K activation. To this end, we generated primary and
immortalized fibroblast cell lines from LS patients and healthy
controls and showed that, in response to epidermal growth
factor (EGF) stimulation, PI3K/AKT was upregulated in LS
cells. This deregulation was due to impaired dephosphoryla-
tion of GAB1 PI3K-binding sites by LS mutants. Furthermore,
LS mutants promoted PI3K-dependent upregulation of hyper-
trophy genes in cardiomyocytes.

MATERIALS AND METHODS

Generation, culture, and stimulation of LS, NS, and control fibroblasts. Pri-
mary fibroblast cultures were established from skin biopsy specimens obtained
from four different patients (two LS patients carrying the Y279C or T468M
mutation and two NS patients with the E76D or N30sD muuuon) and from mo
healthy subjects followi dard p Is (5) app i by our insti

PI3K/AKT UPREGULATION IN LEOPARD SYNDROME 2499

Eschenchia coli and e: using g P beads (Sigma) in
standard procedure. For GST pull-down experiments, cells were scraped off in 1
ml lysis butfer containing 50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,,
0.5% sodium desoxycholate, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 1 mM phenylmeth-
yisulfonyl fluoride (PMSF), and 1 pg/ml each of aprotinin and leupeptin. The
cleared lysates were incubated at 4°C for 2 h with 3 pg of GST-pS5 bound to
glutathione-Sepharose beads, The beads were washed three times in lysis buffer
and then boiled in electrophoresis sample buffer and processed for Western
blotting.
Recombinant proteins and PTP assay. SHP2 mulanl cDNAs were suhcloned
into the pProhx -HT vector to p g 10 the
'S 1 (T wen). Briefly, pi were ex-
tracted from £ coh Iysates using Probond resin, and then the beads were washed
with butfer containing 20 mM Tris, pH 7.4, 200 mM NaCl, 40 mM imidazole, 1
mM PMSF, and protease inhibitors. Proteins were eluted with 200 mM imid-
azole. Purification was monitored by SDS-PAGE and Coomassie blue staining.
The purified proteins were stored in 33% glycerol at =80°C. PTP assays were
performed by incubating 50 ng of each SHP2 recombinant protein in PTP buffer
(20 mM HEPES, pH 7.4, | mM EDTA, 5% glycerol. 1 mM dithiothreitol [DTT])
with 250 M substrate phosphopeptice, Src-pY330 (TSTEPQ-pY-OPGENL) or
GAB1-pY589 (DSEEN-pY- VPMNPNLY), in the presence or absence of activat-
ing peptides (IRS1-pY1172, SIN-pY-IDLDLVK) (where pY is phosphoty-
rosine). After a 30-min incubation at 37°C, the amount of released phosphate
was a_uayed using Malachite Green solution (Upstate Biotechnology). The phos-

review board and after mformed consent. The were expanded, im-
mortalized with simian virus 40 (SV40), and maintained in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS) and anti-
biotics (Invitrogen). Before stimulation, the cells were incubated overnight in
serum-free medium. The stimulations were performed using 50 ng/ml EGF
(Peprotech) for the indicated times. When indicated, cells were treated, before
stimulation, with 20 pM LY294002 or 100 nM wortmannin.

siRNA transfe Torty-px t 6-well plates of immortalized fi-
broblasts were treated with a transfection mixture containing 800 pl DMEM and
200 pl Opti-MEM (lnvitrogen) containing GABI or control small interfering
RNA (siRNA) (Qiagen; catalog no. SI02654736 and 1027310; 30 nM) and 3 pl
Oligofectamine (Invitrogen). The cells were incubated in the transfection mix-
wre for 4 b, and then 500 wl DMEM, supplemented with 30% serum and
antibiotics, was added to each plate. The cells were again incubated for 24 h and
then serum starved overnight and stimulated or not with EGF as indicated.

Western blot analysis. Cells were scraped off in lysis buffer containing 25 mM
Tris, pH 7.4, 50 mM KCl, 0.5 mM EDTA, 5% glycerol, 0.5% Triton X-100, 20
mM NaF, 2 mM Na,VO,, and protease inhibitors. The cell lysates were cleared
by centrifug; and total proteins were d using the method of Brad-
ford (Bio-Rad). Lysa!c :!Ilquoli ining identical of proteins were
diluted in Lacmmll's sample buffer, l:-ollcd. and processed for immunoblotting
using a ipr (7, 36). The p 'J ! antibodies used were anti-
phospho-AKT-Ser473 and anti-phosph hase kinase 3o/p (GSK-
3a/p)-Ser21/9 (Cell Signaling Technoloy), anu GABI -SHP2, ‘EGF moeplor
(EGFR), and -AKT (Santa Cruz); and anti-p85 ('Upsmle) The 1

¥ les were sy ized by NeoMPS,

Generation of recombinant adenoviruses, Bici ic adenovi di

green fluorescent protein (GFP) and SHP2Z.WT, E76D -N308D, -Y279C, or

“T'468M were obtained by subcloning the cor ng V3-tagged SHP2 con-
struct into the pTrack-CMV vector. thumbinanl ad.-novimscs were then ob-
tained according to the pAdEasy homol ination system, by
plaque purification, expansion, and titration in HEK293 cells (16).

Serum response factor (SRF)/myocardin assays with the luciferase reporter
gene. Patient fibroblasts (50,000 cells/well) were seeded in 24-well plates 16 b
prior to transfection. The transfection mixlure conmmed 1.2 pl of FuGene6
reagent (Roche), 15 ng of serum resp if P gene
construct (30), 3 ng of pSV-Renilla luciferase expression vector as an internal
control (Promega}, 150 ng of myocardin expression vector (43) (unless othenwise
indicated), and 160 ng of pcDNA3 plasmid. These optimal concentrations were
the result of several experimental triaks. The cells were washed in phosphate-
buffered saline (PBS) 16 h after transfection and maintained in serum-free
DMEM for 24 h. After EGF stimulation, cell extracts were prepared and lucif-
erase activity was determined using the Dual Luciferase kit (Promega). Mea-
surements were made using a Berthold Lumat LB950.

Chicken embryo myocardial expl: and fi ctivated cell sorter
(FACS) analysis. Allp d were app dbythel 1 Animal Care
and Use Committee, Fertile hen’s eggs obtained from a local supplier were
incubated at 38°C to yield yos at the H Hamilton stage 22 (em-
bryonic day 3. 5 [E3.5]). Myocardial cushions were exm::d from embryos, ran-
domly d to the different groups, and cultred for 3 days as

antibodics were anti-GSK-3p (Cell Signaling), (Sigma), antih
gluumn (anu HA) (Roche), anti-Myc (Santa Cruz), and anti-V5 (Invitrogen).

peroxidase (HRP)-conjug: y anlibodx:o were rrom
Sigma. Blots were led using the Enh i
system (Amersham).

Transfection of HEK293 cells. Subconfluent HEK293 cells grown in 100-mm
plates with DMEM containing 10% FBS and antibiotics (Invitrogen) were tran-
siently transfected with a mixture containing 6 pl of FuGeneb reagent (Roche)
and 2 pg of total DNA, ding to the f: ’s instructions. The
peDNA plasmics encoding WT SHP2 and mutans, GAB1-Myc, and HA-AKT
were described previously (15, 27, 36) or were obtained using the QuikChange kit
(Stratagene). After 24 h, the cells were serum deprived and stimulated as for
human fibroblasts.

Immunoprecipitations and GST-p85 pull<lowns. Cells were scraped ofl in lysis
butfer containing 20 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10%
gl)\*orol, l% Nonidet P40, 1 mM Na,VO., and protease inhibitoss and then

d 1o elimil the i material. For immunoprecipitation, the
lysates warc incubated with the indicated primary antibodies for 1 h at 4°C,
followed by incubation with protein A-Sepharose {Amersham) for 1 h, and then
collected by centrifugation and washed with Iysis buffer containing 0.1% Nonidet
P40 and 0.1 mM Na,VO,, The i ipitates were then p 1 for

ced Ch

l’ollum The cushlom were incubated in 50 pl of medium with 10° PFU of
2 WI' SHP2 ot for 30 min before being plated for
organotypic cultures (25) in M199 (Cellgro) with 10% FBS (Tnvitrogen), 1%
chicken embryo extract (Sera Laboratories International), and 1% penicillin/
streptomycin (Invitrogen). After 24 h, the cushions were incubated in M199
containing 2% FBS for 24 h and finally stimulated with 50 ng/ml EGF for the last
24 h. The myocardial exg were checked for GFP 1o assess the
thici of ad iral inf Images of whole cushions were acquired with
an SP2 Leica confocal microscope. At the end of the experiment, the explants
were dissociated with trypsin and gentle pipetting. Individual cells were fixed on
ice for 15 min with 2% paraformaldehyde, and cell size was analyzed using a
l-ACScau apparatus,
of ANF iptional activity. For measurement of atrial
natriuretic factor (ANF) transcriptional activity, neonatal rat ventricular myo-
cyles were solated as described previously (45) and cultivated in 12-well plates.
They were transfected with 0.35 pg DNA of the SHP2 mutant construct and 0.15
ug of plasmid carrying the rat ANF promoter fused 1o the luciferase reporter
gene (ANF-Luc), DNA was mixed with Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in
Opti-MEM (Tnvitrogen) according to the manufacturer’s instructions and as
pncvmmly described (26, 28).
istics. Results are 1 as means * standard errors of the mean

Western blot analysis as described above,
The glutathione $-transferase (GST) fusion protein containing the SH2 do-
mains of p85 was described previously (7). The fusion protein was expressed in
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(SEM) and were compared using a paired Student’s ¢ test. The number of
independent experiments (7) is indicated. A P value below 0.05 was considered
significant.
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FIG. 1. Dominant-positive activity of LS mutants on AKT phosphorylation. (A) Immortalized skin fibroblasts from healthy subjects (WT) or from
LS or NS patients carrying the indicated PTPN1] mutations were lysed and probed by Western blot analysis to assess the level of EGFR and SHP2
expression. (B and C) The same cells were stimulated with EGF for the indicated times and probed by Western blot analysis to determine the level of
AKT phosphorylation with an anti-phospho-AKT (P-AKT) antibody. AKT and tubulin were used as controls for gel loading. (D) P-AKT immunoblots
from 3 independent experiments shown in panels B and C were quantified using ImagelJ software. Only significant differences versus WT cells for the
corresponding time are indicated (*, P < 0.05; %, P < 0.01; %%, P < 0.001; n = 3). The error bars indicate SEM. (E) The same experiment as shown
in panel B performed with WT and LS fibroblasts prior to immortalization. (F) HEK293 cells were cotransfected with HA-tagged AKT and the indicated
V5-tagged SHP2 constructs. Following EGF stimulation, the cells were immunoprecipitated with an anti-HA antibody and then probed with anti-P-AKT
or anti-HA antibodies (top and middle gels). Aliquots of corresponding cell lysates were probed with an anti-VS antibody (bottom gel). (G) The same
experiment as shown in panel F performed with the indicated constructs (E. V., empty vector).

RESULTS

Dominant-positive activity of LS PTPNII mutants on AKT
activation. To explore the possible effects of PTPNI1 muta-
tions on the PI3K/AKT pathway, we monitored AKT phos-
phorylation following stimulation with EGF in immortalized
fibroblasts from LS and NS patients and healthy controls.
For this purpose, we measured AKT phosphorylation on
Ser-473, which is dependent on PI3K under EGF stimulation
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(data not shown). The different cell lines express EGFR and
SHP2 to similar extents (Fig. 1A), implying that comparison of
EGF-stimulated signaling between them could reveal possible
effects of the corresponding SHP2 mutation. EGF-induced
AKT phosphorylation was significantly more robust in fibro-
blasts from the two LS patients (Y279C and T468M) (Fig. 1B)
than in NS cells (E76D and N308D) (Fig. 1C) compared to
healthy controls (Fig. 1D). To ensure that immortalization did
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FIG. 2. LS mutant-induced PI3K upregulation is dependent on GAB1-mediated PI3K recruitment. (A) Immortalized skin fibroblasts from a
healthy subject (WT) or from LS patients carrying the indicated PTPN11 mutations were transfected with control or GABI siRNA, as indicated,
before stimulation with EGF for the indicated times. The cells were then processed for Western blot analysis and probed with the indicated
antibodies. (B) Immunoblots performed for panel A were quantified using ImagelJ. Only significant differences versus WT cells for the

corresponding time are indicated (%, P < 0.05; n

3). The error bars indicate SEM. (C) HEK293 cells were transfected with constructs

encoding Myc-tagged GAB1-WT or GABI-YF3. Following EGF stimulation, the cells were subjected to anti-Myc immunoprecipitation (IP)
and then analyzed by anti-p85 (top) or anti-Myc (bottom) immunoblotting. —Ab WT, mock immunoprecipitation performed from GAB1-
WT-transfected cells without primary antibody; Lysate W', aliquot of transfected cell lysate loaded on the gel as a positive control for
Western blot revelation. (D) WT or LS fibroblasts were infected with adenoviruses encoding GAB1-YF3 or GFP as a control, as shown.
Following stimulation with EGF, the cells were processed for Western blot analysis and probed with the indicated antibodies.

not influence AKT phosphorylation, the same experiment was
also performed in LS and control fibroblasts before immortal-
ization, with results comparable to those obtained with immor-
talized cells (Fig. 1E).

To further confirm this effect of LS mutations on the PI3K/
AKT pathway, we monitored AKT phosphorylation in HEK293
cells, a standard model for the analysis of SHP2 molecular
functions (21, 36), transfected with the corresponding IS
and NS mutants, together with HA-AKT. SHP2-Y279C and
-T468M mutants reinforced EGF-induced AKT phosphoryla-
tion in comparison to WT' SHP2 and the NS mutants (E76D
and N308D) (Fig. 1F). Similar results were obtained with other
LS (Q510P) or NS (Dé61del and E139D) mutants (data not
shown). As a control, we verified that expression of WT SHP2
did not significantly modify AKT phosphorylation compared to
cells transfected with an empty vector (Fig. 1G).

These results indicate that SHP2 mutants identified in LS
patients have a dominant-positive effect on AKT activation.

LS mutants promote PI3K/AKT upregulation through im-
paired dephosphorylation of GAB1 PI3K-binding sites. We
next investigated how LS mutants exerted a dominant-positive
effect on PI3K/AKT activation. EGF-dependent PI3K/AKT stim-
ulation relies on GABI, a docking protein phosphorylated by
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EGF receptor on specific tyrosine residues involved in PI3K re-
cruitment via its p85 regulatory unit (24). Since SHP2 can de-
phosphorylate these PI3K-binding sites to regulate PI3K/AKT
activation (46), we hypothesized that a defect in this regulatory
activity in LS patients could lead to increased EGF-induced PI3K
activation, which would explain the stronger AKT activation ob-
served in LS fibroblasts.

To test this hypothesis, we determined whether sSIRNA-me-
diated suppression of GABI expression had an effect on AKT
hyperphosphorylation in LS cells. Upon reduction of GAB1
expression, AKT hyperphosphorylation was decreased (Fig.
2A), and a quantitative analysis showed a similar effect of
GABI siRNA in decreasing AKT phosphorylation in fibro-
blasts obtained from both IS patients (Fig. 2B). This suggested
that GABI1 was involved in PI3K/AKT upregulation in LS cells.
To further validate this hypothesis, we analyzed EGF-induced
AKT phosphorylation in LS cells transfected with the GABI-
YF3 mutant. This construct is mutated on its three PI3K-
binding sites, and we verified that it is unable to associate with
PI3K (p85) (Fig. 2C). When overexpressed in LS patient cells,
GABI1-YF3 reduced AKT hyperphosphorylation, whereas, as a
control, GFP had no effect (Fig. 2D). Hence, this result sup-
ported the above hypothesis.



Annexe 2

[3
173
(=3
(=3

EDOUARD ET AL.

A Patient:  WT E76D

N308D  Y279C

MoL. CeLL. BloL.

T468M

EGF(min) _-

5§ 10 - 510 - 510 - 5 10 - 5 10

s I BNNEIHENIN

Gab1 | B L T T pe————— -l

IP Gab1
B e
28
=85
§§§; 100
g
0
EGF(min) - 510 - 510 - 510 - 510 - 510
Patient: WT  E76D  N308D Y279C  T468M
Cc SHP2-V5: Wt E76D N308D v279C T468M

5 10 0 5 10

EGF(min) 0 5 10 0 5 10 0 5 10 0O

— —|Gab1-Myc

GST-p85 pull-down

Ty e T

- ——|SHP2-V5

Substrate: Src-pY530

Substrate: Gab1-pY589

%

nmol phosphate released

[ basal

Now B

-

0N OO O I
CEESCEE LS LS

LS

NS Ls NS

FIG. 3. LS mutants impair dephosphorylation of GAB1 PI3K-binding sites. (A) WT, NS, or LS fibroblasts were stimulated with EGF for the
indicated times and then immunoprecipitated with an anti-GABI antibody and probed for p85 and GABI. (B) Quantification of p85 precipitation
using Imagel. Only significant differences versus WT cells for the corresponding time are indicated (%%, P < 0.001; n = 3). The error bars indicate
SEM. (C) HEK293 cells were transfected with Myc-tagged GABI and the indicated V5-SHP2 constructs and then subjected to a PI3K affinity
precipitation assay (pull-down) using a GST-PI3K (GST-p85) fusion protein. The amount of precipitated GABI-Myc was analyzed with an
anti-Myc antibody (top gel). Aliquots of corresponding lysates were probed with anti-Myc and anti-VS antibodies (middle and bottom gels).
(D) Analysis of recombinant LS and NS SHP2 mutants by in vitro phosphatase assays. (Left) Two micrograms of the indicated recombinant SHP2
proteins was analyzed by SDS-PAGE and Coomassie blue staining. (Right) Phosphatase assays were performed by incubating the indicated
recombinant SHP2 proteins with Sre-pY530 or GAB1-pY589 phosphopeptide as a phosphatase substrate. The assays were performed in the

presence or absence of an SHP2-activating peptide, as indicated.

To assess whether this PI3K/AKT upregulation was due to
increased interaction between GABI and PI3K, we measured
the GAB1/PI3K association in WT, NS, and LS cells by coim-
munoprecipitating GABI with p85 following stimulation with
EGF. The amount of p85 that was present in GABI immuno-
precipitates was significantly higher in LS cells than in control
or NS cells (Fig. 3A and B). This suggests that LS mutations
favor sustained binding of GABI to PI3K, which may explain
why in LS cells AKT is hyperphosphorylated.

To further examine whether LS mutations promoted GAB1/
PI3K binding through impaired dephosphorylation of GABI,
we analyzed GABI phosphorylation on its PI3K-binding sites
in HEK293 cells transfected with the LS (SHP2-Y279C and
-T468M) and NS (SHP2-E76D and -N308D) mutants. For
convenience, we affinity precipitated GAB1 with a GST-p85
fusion protein, which allowed us to precipitate GAB1 when
phosphorylated on its PI3K-binding sites (7). Figure 3C shows
that, in comparison with WT SHP2, the LS mutants, but not
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the NS mutants, facilitated GST-p85/GAB1 association, im-
plying sustained phosphorylation of GAB1 on its PI3K-bind-
ing sites. This reinforced the hypothesis that .S mutants
promote PI3K/AKT activation by facilitating PI3K recruit-
ment by GABI.

To further assess the impact of LS mutants on GAB1/PI3K
interaction, we measured in vitro the catalytic activity of LS
mutants on a synthetic phosphopeptide carrying one of GAB1
PI3K-binding sites (GABI1-pY589). To this end, we produced
LS (Y279C, T468M, and Q510P) and NS (E76D, E139D, and
N308D) mutants as purified recombinant proteins (Fig. 3D,
left) to be used for in vitro PTP assays. The results (Fig. 3D,
right) confirmed previous observations that LS mutants display
extremely low enzymatic activity (15, 21, 40) when assayed
using a standard PTP substrate (Src-pY530). In addition, sim-
ilar results were obtained using a more specific SHP2 substrate
(GAB1-pY589), suggesting that all LS mutants have similar
biochemical features.
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FIG. 4. LS fibroblasts display enhanced EGF-induced GSK-38
phosphorylation. (A) (Top) Immortalized WT and LS (T468M or
Y279C mutation) fibroblasts were stimulated with EGF and then
processed for Western blot analysis and probed with anti-phospho-
GSK-38 (P-GSK-38), anti-total GSK-38, and antitubulin antibod-
ies. (Bottom) P-GSK-38 immunoblots were quantified using
Imagel. Only significant differences versus WT cells for the corre-
sponding time are indicated (*, P < 0.05; %% P < 0.001; n = 3).
The error bars indicate SEM. (B) The same experiment as shown in
panel A with cells from WT or NS patients carrying the indicated
PTPN11 mutations.

Taken together, these results demonstrate that LS mu-
tants promote GAB1/PI3K association as a consequence of
impaired dephosphorylation of GAB1 PI3K-binding sites by
these mutants. This explains why LS mutants exert a dom-
inant-positive effect on EGF-induced PI3K/AKT activation.

LS mutants promote GSK-3 phosphorylation in LS cells
through a PI3K-dependent pathway. We then investigated
which signaling pathways downstream of PI3K/AKT could be
deregulated in I.S. A good candidate was GSK-3p, a multi-
functional kinase involved in embryo development (12). To
determine whether GSK-33 was deregulated in LS, we mea-
sured GSK-38 phosphorylation on Ser-9, a key regulatory res-
idue which, when phosphorylated by AKT, represses GSK-33
activity. EGF-induced GSK-38 phosphorylation was signifi-
cantly higher in LS fibroblasts than in control and NS cells (Fig.
4A and B). We then verified whether GSK-38 hyperphosphor-
ylation in LS cells was linked to PI3K/AKT upregulation. For
this purpose, we treated LS cells with standard PI3K pharma-
cological inhibitors (LY294002 and wortmannin) before prob-
ing for GSK-3B phosphorylation. As shown in Fig. SA, this
treatment virtually abolished the EGF-induced GSK-38 hyper-
phosphorylation, while the Ras-MAPK inhibitor U0126 had
only a minor effect. This result indicates that GSK-3p hyper-
phosphorylation in LS is PI3K dependent, suggesting that
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FIG. 5. LS mutants promote EGF-induced GSK-38 phosphoryla-
tion through a PI3K- and GABI-dependent pathway. (A) Immortal-
ized skin fibroblasts from a healthy subject (WT) or LS patients car-
rying the indicated PTPN11 mutations were treated or not with the
indicated inhibitors for 30 min before stimulation with EGF, as shown.
The cells were then lysed and processed for anti-P-GSK-38 and anti-
tubulin immunoblotting. (B) WT and LS fibroblasts were transfected
with control or GABI siRNA, as indicated, before stimulation with
EGF. The cells were then processed for Western blot analysis and
probed with the indicated antibodies. (C) WT and LS cells were in-
fected with adenoviruses encoding GAB1-YF3 or GFP as a control, as
shown. Following stimulation with EGF, the cells were processed for
Western blot analysis and probed with the indicated antibodies.

GSK-3B deregulation in LS could be a consequence of PI3K/
AKT upregulation.

To further test this hypothesis, we examined whether
GABI was also implicated in GSK-38 deregulation. Reduc-
tion of GABI1 expression by siRNA in LS fibroblasts sup-
pressed GSK-3B hyperphosphorylation (Fig. 5B). To further
assess GABI involvement, we monitored GSK-3p phosphoryla-
tion in LS cells infected with GABI1-YF3 adenoviruses. GABI-
YE3, but not GFP, overexpression resulted in the suppression of
GSK-3B hyperphosphorylation (Fig. 5C). Thus, disruption of
GABI1 PI3K-binding sites prevents GSK-3p hyperphosphoryla-
tion in LS cells, supporting the hypothesis that GSK-38 deregu-
lation is the result of GABl-mediated PI3K/AKT upregulation.

LS mutant-dependent PI3K hyperactivation enhances myo-
cardin/SRF activity. Previous reports had shown that GSK-3p,
among different targets, regulates myocardin, a transcriptional
cofactor of the SRF (3, 20, 43). Therefore, we wondered
whether LS-induced PI3K/GSK-3B deregulation could affect
myocardin activity. As a first attempt to test this hypothesis, we
assessed whether LS or NS mutants of SHP2 could modulate
myocardin activity. To this end, WT, LS, and NS fibroblasts
were transfected with increasing amounts of myocardin before
SRF activity was monitored. As shown in Fig. 6A, myocardin
expression in patient fibroblasts induced a dose-response in-
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FIG. 6. LS mutations promote upregulation of SRF activity
through a PI3K-dependent pathway. (A) SRF activity was measured
using a luciferase gene reporter assay in LS (T468M), NS (N308D),
and control (WT) fibroblasts in the presence of increasing concentra-
tions of myocardin. The error bars indicate SEM. (B) The same ex-
periment as shown in panel A performed with all available patient cell
lines. Significant differences versus stimulated WT cells are indicated
(*, P < 0.05; %%, P < 0.001: n.s., not significant). (C) The same
experiment as shown in panel A performed in the presence of the
indicated inhibitors. **, P < 0.01; n.s., not significant. Significant
differences versus corresponding cells, stimulated with EGF in the
absence of inhibitor, are indicated.

crease in SRF activity. Interestingly, we observed a stronger
response in T468M LS cells than in WT or N308D NS cells
(Fig. 6A). We next compared SRF activities in fibroblasts from
all available patients and confirmed that EGF-induced SRF
activity was significantly higher in the two LS cell lines than in
cells from NS patients or healthy controls (Fig. 6B). Of note,
SRF activity in the unstimulated and EGF-stimulated states
was higher in the LS cells, particularly the T468M mutant. The
fact that SRF deregulation appeared stronger in T468M than
in Y279C fibroblasts is probably a consequence of a more
robust AKT deregulation in T468M than in Y279C fibroblasts
(Fig. 1B). We then assessed whether the increased SRF/myo-
cardin activity in LS fibroblasts was mediated by PI3K upregu-
lation. PI3K inhibition by LY294002 or wortmannin abolished
the myocardin-dependent SRF stimulation observed in the
T468M LS cell line (Fig. 6C). Consequently, these data suggest
that LS-induced PI3K upregulation can enhance SRF/myocar-
din activity in a reconstituted model.
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LS mutant-induced PI3K upregulation promotes hypertro-
phic growth in chicken embryo explants and ANF expression
in cultured cardiomyocytes. Since GSK-3p activity/activation
and subsequent inhibition of myocardin-dependent transcrip-
tional transactivating activity may be involved in reduced car-
diomyocyte hypertrophy (3), we hypothesized that LS mutants
could promote hypertrophy in a PI3K-dependent manner. In
human primary cells derived from adult heart ventricles, we
observed that LS, but not NS, mutants induced AKT and
GSK-3p hyperphosphorylation (data not shown), suggesting
that LS mutants can cause deregulation of the PI3K/AKT/
GSK-3p pathway in cardiac cells. Next, we analyzed the effect
of LS mutations on the size of primary cells derived from
chicken embryo myocardial cushions following adenoviral infec-
tion of the most “signal-altering” I.S mutant (SHP2-T468M) in
the tissue. After stimulation with EGF, explants were dissoci-
ated, and the sizes of individual cells were assessed by FACS
analysis. Interestingly, the size of cells expressing the LS mu-
tant SHP2-T468M was increased in comparison with cells in-
fected with WT SHP2. Moreover, following PI3K inhibition
with 1.Y294002 (1Y), the most stable and the least toxic of the
two PI3K inhibitors, the shift of cell size induced by the LS
mutant was abolished (Fig. 7A). Of note, under those experi-
mental settings, the size of noninfected, GIFP-negative cells
was not significantly modified by L.Y294002 treatment (data
not shown). This signifies that the cell size enlargement in
tissue infected with the L.S mutant was dependent on PI3K.

Finally, we evaluated whether LS-induced deregulation of
the PI3K/AKT/GSK-3p pathway was associated with cardio-
myocyte hypertrophy. Reexpression of embryonic genes, in-
cluding ANF, and transient activation of immediate-carly
genes are frequently used as markers of myocyte hypertrophy.
Therefore, to test whether LS mutants could induce cardio-
myocyte hypertrophy, we overexpressed SHP2-WT, N308D, or
T468M in neonatal rat ventricular myocytes, and we studied
their impacts on AN expression using a luciferase gene re-
porter assay. SHP2-T468M induced a stronger ANF-luciferase
response than WT SHP2 or the NS mutant SHP2-N308D (Fig.
7B). This higher ANF transcriptional activity was abolished by
1.Y294002, suggesting that LS mutants could promote cardio-
myocyte hypertrophy through PI3K upregulation.

DISCUSSION

In this study, we analyzed the effect of SHP2 mutations
identified in LS patients on the PI3K/AKT pathway. Upon
EGF induction, AKT was hyperphosphorylated both in LS
fibroblasts and in HEK293 cells overexpressing the corre-
sponding LS mutants. We then analyzed in detail the mecha-
nism of PI3K/AKT upregulation by LS mutants and obtained
the following data: (i) reducing GABI expression using siRNA
prevents PI3K/AKT upregulation in LS patient cells, (ii) ade-
novirus-driven expression of GABI-YF3 (deficient for PI3K
binding) suppresses AKT upregulation in LS cells, (iii) the
amount of GABI1/PI3K complex is higher in LS cells than in
cells from healthy subjects or NS cells, and (iv) recombinant LS
SHP2 mutants are particularly inactive in dephosphorylating a
peptide carrying a GABI PI3K-binding site, whereas WT
SHP2 or NS mutants dephosphorylate this peptide more effi-
ciently than a standard PTP substrate. All these observations
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FIG. 7. An LS mutant enhances ANF expression and promotes car-
diac cell hypertrophy through a PI3K-dependent pathway. (A) Myocar-
dial cushions from chicken embryos were infected with adenoviruses
expressing GFP and a SHP2-WT, or -T468M mutant. After stimulation
with EGF, the sizes of cushion cells were measured by FACS. (Left)
FACS profile from a representative experiment. (Right) Medians of
FACS profiles from 3 different experiments. The error bars indicate
SEM. (Inset) Confocal images of GFP and rhodamin-phalloidin stain-
ing showing tissue integrity at the end of the experiment (left) and
GFP staining of a whole cushion infected with SHP2-WT adenoviruses
(right). (B) Neonatal rat cardiomyocytes were cotransfected with the
indicated SHP2 construct (WT, N308D, or T468M) and a luciferase
(Luc) construct under the control of the ANF promoter. Two days
after transfection, the cells were assayed for Luc activity. When indi-
cated, the cells were treated, before the Luc assay, overnight with
1.Y294002 (control, cotransfection of ANF-Luc and empty vector).
The graphs are presented as the mean and SEM of 3 independent
experiments performed in duplicate. In panel A, significant differences
versus stimulated WT cells are indicated. In panel B, significant dif-
ferences versus the untreated control are indicated. (%, P < 0.05; %%,
P < 0.01; n.s., not significant.)

indicate that LS mutants cannot efficiently dephosphorylate
GABI PI3K-binding sites. This defect in SHP2 catalytic activ-
ity leads to the upregulation of PI3K/AKT observed in LS cells.

The fact that SHP2-LS mutants have a stimulatory effect on
PI3K/AKT in transfected cells and patient fibroblasts is
probably the consequence of a dominant-positive effect of
these mutants on EGF-induced PI3K/AKT stimulation. In
transfected cells, this is certainly due to the recruitment into
signaling complexes of transfected SHP2 mutants in lieu of
endogenous WT SHP2. Indeed, those mutants possess all
the functional domains to be recruited in signaling com-
plexes (SH2 domains and phosphorylation sites). Therefore,
it is likely that the mutants compete with endogenous SHP2
for SHP2-binding sites, and since they are overexpressed by
transfection, they substitute for endogenous SHP2. As they
carry a point mutation that alters their catalytic activity, they
cannot complement endogenous SHP2 function, i.e., down-
regulation of EGF-induced AKT activation. Thus, substitu-
tion of endogenous SHP2 by inactive LS mutants in signal-
ing complexes results in AKT upregulation.

In the case of patient cells, SHP2 produced from the mu-
tated allele is not overexpressed compared to SHP2 produced
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from the WT allele, and the two forms of protein are probably
equimolar. Therefore, while in healthy subjects signaling com-
plexes contain 100% WT SHP2, in patient cells, the signaling
complexes are composed of 50% WT SHP2 and 50% mutated
SHP2. In the case of LS mutants, this is apparently enough to
alter SHP2-dependent AKT activation. Of note, in the case of
NS patients, others have concluded that NS mutations exert a
dominant-positive effect on Ras/MAPK activation through a
similar mechanism, considering that WT SHP2 promotes Ras/
MAPK activation and that catalytically hyperactive SHP2 NS
mutants seem to hyperactivate Ras/MAPK (2, 11).

In a former study, one (T468M) out of three tested LS
mutants appeared somewhat able to dephosphorylate a GABI1
phosphopeptide in an vitro assay, even though this mutant, like
the others, was deficient in its catalytic activity on a standard
phosphatase substrate (15). To clarify this point, in the current
work, we produced LS mutants as purified recombinant pro-
teins. This allowed us to perform a study of these mutants’
catalytic activities that was more thorough and reliable than
what has been achieved thus far. The results (Fig. 3D) showed
that the three LS mutants were equally defective in dephos-
phorylating GAB1, which does not confirm that the T468M
mutant behaves differently from other LS mutants.

In addition, our previous study suggested that the T468M
mutant, when overexpressed in Vero cells, retained some phos-
phatase activity toward the PI3K-binding sites borne by GABI,
whereas the Y279C mutant did not. In contrast, in the current
study, when transfected in a more standard cell line for signal-
ing studies (HEK293), the T468M and Y279C mutants be-
haved similarly. More importantly, both mutants displayed the
same dominant-positive effect in patient cells, with the T468M
mutant being even stronger than the Y279C mutant. The lack
of effect of T468M in Vero cells is likely not due to the level of
mutant overexpression, since we could observe the domi-
nant-positive effect of the T468M mutant in patient cells
that did not overexpress the mutant. Thus, one may assume
that the mutations can have different “biological pen-
etrance” in a given cell type, depending, possibly, on the
expression level of the binding partners or on the level of
stimulation. Supporting this view is a report showing that an
NS-causing SHP2 mutation has differential effects on an
intracellular signaling pathway when different cell types car-
rying the mutation are considered (2).

Different mechanisms can be imagined to explain PI3K/
AKT upregulation (increased adapter phosphorylation, Ras-
mediated hyperactivation of PI3K, increased ErbB3 phosphor-
ylation, decreased PTEN activity, etc.). In this study, we used
siRNA targeting GABI1 as a first approach to determine
whether this adapter protein was involved in PI3K/AKT up-
regulation. The fact that GABI siRNA suppressed PI3K/AKT
upregulation suggested that GABI was involved in the process.
Then, we explored in detail the role of GABI, by using the
GABI1-YF3 mutant and by analyzing GAB1/PI3K association.
The results of these experiments clearly supported the view
that increased PI3K recruitment on GABI was an important
cause of PI3K/AKT upregulation. However, this does not ex-
clude the possibility that future studies could identify other
mechanisms also participating in LS-associated PI3K/AKT de-
regulation, notably those involving Ras, which is most likely
deregulated in LS.
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Our study also revealed that the phosphorylation of GSK-3p
on Ser-9, a major regulatory site, is enhanced in LS fibroblasts.
This is certainly a consequence of PI3K/AKT upregulation in
LS cells, as this site is a well-established phosphorylation target
of AKT (12). Supporting this view is our observation that in LS
cells, Ser-9 phosphorylation showed a requirement for PI3K or
GABI (Fig. 5). Interestingly, GSK-3f is a multifunctional ki-
nase with key functions during embryo development (12). Con-
sequently, it will be interesting to examine whether GSK-3p
deregulation is associated with LS symptoms, and notably
hypertrophic cardiomyopathy, considering that cardiomyo-
cyte hypertrophy can involve GSK-3 (20). Nevertheless,
deregulated pathways distinct from PI3K/AKT/GSK-3f cer-
tainly participate in this cardiopathy, as shown by a recent
report involving Rafl gain-of-function in NS or LS patients
with hypertrophic cardiomyopathy (32).

Taking into consideration that catalytically inactive LS mu-
tants promote PI3K/AKT upregulation through impaired
GABI1 dephosphorylation, one may wonder why hyperactive
NS mutants did not downregulate PI3K/AKT, since they
seemed to facilitate GAB1 dephosphorylation. A possible ex-
planation could be linked to the gain-of-function effects of NS
mutants on Ras/MAPK (13). Indeed, it is now well established
that, at least in the case of oncogenic Ras mutants, activated
Ras stimulates PI3K through direct interaction (33). In the
case of NS mutants, increased Ras activity should lead to
higher-than-normal PI3K activation, which could compensate
for the inhibitory effect on PI3K due to GABI dephosphory-
lation. Specific studies will be needed to solve this issue, as
PI3K activation is a very dynamic process. Indeed, the possi-
bility that NS mutants alter this signaling pathway under par-
ticular conditions not tested in our study cannot be excluded.

In conclusion, this report shows that LS-causing PTPNI1
mutations cause abnormal upregulation of the PI3K/AKT/
GSK-3f pathway. In light of these findings, it will be interest-
ing to examine whether this pathway deregulation is involved
in the development of LS symptoms. The relevance of this
research is reinforced by recent reports suggesting that, in
addition to Ras-MAPK signaling defects, PI3K-dependent
pathways could be altered in other NCFC syndromes (8, 35).
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